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Zttzenzier 



Zusarrtmenfassung 



Die Erflndung betrifft Mittel zur Behandlung, Therapie und Hemmung von Flayiviridae 
Virusinfektionen. Die zur Hemmung der Freisetzqng, Reifung . und Replikation von 
Flaviviridae eingesetzten Mittel in pharmazeutischen Zubereitungen enthalten als 
wirksame Komponente Substanzklassen, denen gemeinsam ist, dass sie das 26S 
Proteasom in Zellen inhibieren. Dazu gehoren vor allem Proteasom-Inhibitoren, 
welche die Aktivitaten des Ubiquitin/Proteasom-Pathway beeinflussen,- insbesondere 
die enzymatischen Aktivitaten des 26S und des 20S Proteasom-Komplexes. Die 
Anwendung der Erfindung liegt in der anti-viralen Therapie von Flaviviridae- 
Infektionen, speziell in der Verhinderung der Etablierung sowie der Aufrechterhaltung 
teiher chronischen Hepatitis C Virus-Infektion und einer damit asspziierten 
Pepatopathogenese. 



Mittel zur Behandlung von F/awV/r/cfae-Infektionen 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Mittel zur Vorbeugung, Behandlung, Therapie und Hemmgng der 
von verschiedenen Mitgliedern der Virusfamilie Flaviviridae (Genera: Flavivirus, 
Pestivirus, Hepacivirus) verursachten Krankheiten beim Menschen und bei Tieren. Dies 
betrifft insbesondere die durch Hepaciviren (Hepatitis C Viren oder HCVs; 
Abkurzungsverzeichnis hinter den Beispielen) verursachten Krankheiten, speziell 
• Hepatitis, beim Menschen. Dariiber hinaus betrifft dies die von Pestiviren wie BVDV 

K Virus der bovinen viralen Diarrhoe) und CSFV (Virus der klassischen Schweinepest) 
erursachten Krankenheiten bei Tieren und die von Flaviviren wie zum Beispiel West- 
Nil-, Dengue- und Fruhsommer-Meningoenzephalitis (FSME) Viren verursachten 
Krankheiten bei Menschen und Tieren. Die Anwendung dieser Mittel in 
pharmazeutischen Zubereitungen fuhrt vorwiegend oder ausschlieBlich zur Freisetzung 
von nicht. infektiosen Viren aus infizierten Zellen. Die gleichen Mittel kpnnen die 
Ausbreitung einer akuten Infektion in Zellkultur als auch jm infizierten Organismus 
begrenzen, da alle Nachkommenviren, produziert unter Behandlung mit diesen 
Mitteln, nicht oder so gut wie nicht infektios sind. Des weiteren sind die Mittel fur nicht 
prol.iferierende Hepatozyten und IMon-Parenchymzellen der Leber weniger toxisch als 
fur Hepatomazellen. Damit.sind diese Mittel fur eine bevorzugte Zerstorung von 
|eberkarzinomzellen geeignet, zum Beispjel von hepatozellularen Karzinomen (HCC) 
f\ HCV-infizierten Patienten. Bei den Mitteln handelt es sich urn verschiedene 
Substanzklassen, welchen gemeinsam ist, dass sie das 26S Proteasom in Zellen . 
inhibieren.. Am Beispiel von Vertretern der Genera Flavivirus und Pestivirus wird 
gezeigt, dass diese Mittel, die Proteasom-Inhi.bitoren, die Freisetzung von infektiosen 
Viren aus infizierten Wirtszellen drastisch reduzieren. Das Pestivirus BVDV dient dabei 
aufgrund einer ausgepragten Homologie sowohl der Struktur des Viruspartikels als 
auch der Genomorganisation als Surrogat-Modell fur das HCV, fur das selbst kein 
infektioses Zellsystem zur Verfugung steht. Markantestes Anwendungsbeispiel fur 
diese Erfindung sind die. anti-vjrale Therapie von Hepatitis-Infektionen, speziell zur 
Verhinderung der Etablierung sowie der Aufrechterhaltung einer akuten und 
chronischen HCV-Infektion. Weiter Anwendungsbeispiele betreffen die Behandlung von 




t\ # 
d und CSFV-Infektionen beim Scfiwein. Daruber konnen 

diese Mittel auch bei der Vorbeugung und Behandlung von Infektionskrankheiten 
Anwendung finden, die von Flaviviren wie West-Nil-Virus, Gelbfieber-Virus, Dengue- 
Virus und Fruhsommer-Meningoenzephalitis . (FSME) Virus verursacht werden. bem 
5 bisherigen -Erkenntnisstand zufolge ist davon auszugehen> dass mit Proteasom- 
Inhibitoren die Viramie sowohl bei einer Neuinfektion als auch bei chroriischen 
Infektionen unterdruckt und der Erfolg einer Viruseliminierung durch das eigene 
Immunsystem und/oder durch bekannte Mittel mit ahnlicher oder anderer Wirkuhg 
erhoht werden kann. Die Folgen zum Beispiel einer HCV-Infektion ■ - wie z.B. 
10 Leberschadigungen unterschiedlichen Schweregrades bis hin zur Entwicklung einer 
Leberzirrhose/Fibrose oder eines Leberkarzinoms - konnen durch den Einsatz von 
Proteasom-Inhibitoren verhindert, gemindert oder revertiert werden. 




Iharakteristik des bekannten Stands 
is 0. Einleitung 

Eines der groBten Weltgesundheitsprobleme (ca. . 3% der Weltbevolkerung sind 
betroffen), ist die Infektion mit Hepatitis C. Virus (HCV). Wichtigstes Merkmal von 
HCV-Infektionen ist ein oft lebenslang andauernder chronischer Virus-Tragerstatus der 
betroffenen Persohen: Mehr als 70% der HCV-Infizierten entwickeln eine chronischen 
20 Hepatitis, die zu chronisch aktiver Hepatitis verschiedener Schweregrade. bis hin zu 
Leberzirrhose und Fibrose (10-20% aller FaMIe) fiihren kann. Unabhangig davon 
entstehen bei 1 bis 5% der chronisch Infizierten primare hepatozellulare Karzinome 
(HCC; fur Reviews siehe Lindenbach and Rice, 2001 sowie Major et a/., 2001). 
^aruber hinaus werden HCV-Infektionen ursachlich noch mit mehr als 30 weiteren 
^rkrankungen beim Menschen in Verbindung gebracht, darunter mit bedeutenden 
Autoimmunerkrankungen wie der Typ II KryOglobulinami.e (mixed type II 
cryoglobulinemia,' MC; Agnello, 2000). HCV-Infizierte werden in der Regel mit einer 
Kombination von Interferon alpha und Ribavirin behandelt. Diese Methode ist aber mit 
starken Nebenwirkungen behaftet und fiihrt nur in etwa der Halfte aller Falle zur 
30 Eliminierung des Virus aus dem Korper. Diese unbefriedigende Situation liegt zum 
einen an der generell breiten Vielfalt der HCV-Varianten: Zur Zeit werden sechs 
. Genotypen unterschieden; diese lassen sich wiederum in eine Reihe von Subtypen und 
Stammen diversifizieren (fur Review siehe Bukh et at., 1995). Zum anderen 
entwickeln sich in den chronisch infizierten Individuen eine Vielzahl neuer genetischer 
35 Varianten. Wahrend einer Behandlung mit Substanzen (z.B. Nukleosid-Analoga), die 
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<^ffizyme wirken, kann es daher ^™ 



ausschlieBlich auf virale^hzyme wirken, kann es daher scnnell zur Entwicklung 
Medikamenten-resistenter Virusstamme kommen. Die genetische Variability von HCV 
1st wahrscheinlich auch die Ursache fur die ineffiziente Immunantwort, die bei der 
Mehrheit der HCV-Infizierten beobachtet werden kann. Aus diesem Grund konnten 
5 bisher weder prophylaktische noch therapeutische Impfmethoden entwickelt werden. 
Auch die passive Gabe von HCV-spezifischen neutralisierenden Antikorpern und/oder 
Medikamenten bei * Lebertransplantierten verhindert oft nicht die Neuinfektion der 
transplantierten Leber. Immunsuppression von Patienten mit abklingenden 
Hepatitiden oder nach einer Lebertransplantation kann zur Reaktivierung von latent 
10 vorhandenen Viren fuhren. Um die Probleme der bisher verfugbaren antiviralen und 
therapeutischen Mittel fur die Hepatitis C zu umgehen, sind neue Therapieansatze 
notwendig. Vpr dem Hintergrund der Virusvariabilitat sind dabei vor allem solche 

•4ethoden von groBer Bedeutung, die konservierte zeliulare Faktoren beeinfiussen^die 
ur die Vermehrung dieser Viren in der Wirtszelle essentiell sind. Solche Mittel werden 
is in dieser Erfindung. beschrieben. Da bisher wedier effizient infizierbare Zellen in Kultur 
noch ein praktikables Tiermodell fur HCV zur VerfLigung stehen, wurden hierzu 
Studien mit dem HCV-verwandten Pestivirus BVDV durchgefuhrt. Die Ahnlichkeit des 
Lebenszyklus von BVDV urid HCV wurde in einer Reihe vorangehender Arbeiten 
demonstriert (fur Review siehe Lindenbach and Rice, 2001). Daruber hinaus wurden 
20 Experimente mit einem anderen, phylogenetisch weiter entfernten Vertreter der 
Flaviviridae Familie, dem West-Nil Flavivirus, durchgefuhrt. Die Erfindung betrifft die 
uberraschende Erkenntnis; dass Inhibitoren des zellularen 26S Proteasoms die' 
Produktion von infektiosen Viren sowohl aus BVDV als auch aus West-Nil-Virus 
^nfizierten Zellen verhindem. Der homologe Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf die 
|ermehrung von Pestiviren und Flaviviren impliziert einen ahnlichen Wirkmechanismus 
dieser Mittel bei alien Vertretern der Flaviviridae Familie; dieser beruht wahrscheinlich 
ursachlich auf der homologen Struktur der Virionen der Flaviviridae. Neben der 
antiviralen Wirkung wurde festgestellt, dass der zytotoxische Effekt von Proteasom- 
Inhibitoren bei Hepatomazellen (Leberkrebszellen), die sich schnell teilen, signifikant 
30 starker ausgepragt ist als bei langsam teilenden primaren Hepatozyten. Aufgrund 
dieser Eigenschaften sind Proteasom-Inhibitoren besonders fur die Therapie von HCV- 
verursachten Lebererkrankungen und Leberkarzinomen geeignet. Die Wirkung von 
Proteasomen-Inhibitoren auf Pestiviren legt nahe, diese Mittel bei der Bekampfung der 
verbreiteten Tierpathogene BVDV (Ursache von boviner Virus- Diarrhoe und boviner 
35 mucosal disease, MD) und CSFV (Ursache der Schweinepest) einz'usetzen (fur Review 
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siehe Thiel, 1996). Die Vmcung von Proteasom-Inhibitoren auf die Ve.rmehrung von 
Flaviviren eroffnet Anwendungsmoglichkeiten bei zahlreichen ' durch Flaviviren 
verursachten Krankheiten beim Menschen und bei Tieren, darunter Fieber, 
Enzephalitiden und Hamorraghien. Bedeutungsvoll ist in diesem Kontext vor aliem das 
5 Dengue-Fieber-Virus gegen das es bisher nur unzureichende Vakzine und 
Behandlungsformen gibt (fur Review, siehe Burke and Monath, 2001). 

1. Funktion des Ubiauitin/Proteasom-Pathway 
. Proteasomen stellen die hauptsachliche proteolytische Komponente im Zeilkern und 
10 Zytosol aller eukaryotischen Zellen dar. Es sind multikatalytische Enzymkomplexe, die 
ca. 1% der Gesamt-Zellproteine ausmachen. Proteasomen uben eine vitale Rolle in 
vielfaltigen Funktionen des Zellmetabolismus aus. Die hauptsachliche Funktion ist die 

•'roteolyse von missgefalteten, nicht-funktionellen Proteinen und der schnelle Abbau 
egulatorischer Proteine. Eine weitere Funktion hat der proteasomale Abbau von 
is zellularen oder viralen Proteinen fur die T-Zell-vermittelte Immunantwort durch die 
Generierung yon Peptidliganden fur Major Histocompatibilitats Klasse-I-Molekule (fur 
Review siehe Rock und Goldberg, 1999). Proteasom-Targets werden in der Regel 
durch die Anheftung von oligomeren Formen von Ubiquitin (Ub) fur den Abbau 
markiert. Ub ist ein hochkonserviertes, 76 Aminosauren langes Protein, das kovalent 
20 an Targetproteine gekoppelt wird. Die Ubiquitinylierung selbst ist reversibel, und Ub- 
Molekule konnen durch eine Vielzahl von Ub-Hydrolasen von dem Targetmolekul 
wieder entfernt. wercfen. Die Verbindung zwischen der Ubiquitinylierung von 
Targetproteinen und . der proteasomalen Proteoiyse wird allgemein als 
^biquitin/Proteasom-System (UPS) bezeichnet (fur Review siehe Rock und Goldberg, 
^999; Hershko und Ciechanover, 1998). 

Das 26S Proteasom ist ein 2.5 MDa groBer Multienzym-Komplex, welcher aus ca. 31 
Untereinheiten besteht. Die proteolytische Aktivitat des Proteasom-Komplexes wird 
durch eine zylinderformige, 700 kDa groBe und aus vier iibereinander liegenden 
Ringen bestehende Core-Struktur, dem 20S Proteasom, realisiert. Das'20S Proteasom 
30 bildet einen aus 14 nicht identischen Proteinen bestehenden komplizierten 
Multienzymkomplex, der in zwei a-und zwei p-Ringen in einer appa-Reihenfolge 
angeordnet ist. Die Substratspezifitat des 20S Proteasom umfasst drei wesentliche 
Aktivitaten: Trypsin-, Chymotrypsin- und Postglutamyl-Peptid hydrolysierende- 
(PGPH), oder auch Kaspase-ahnliche Aktivitaten, welche in den p-Untereinheiten Z, Y 
35 und Z lokalisiert sind. Das 20S Proteasom degradiert in vitro denaturierte Proteine 





Ubiquitinylierung. Dagegen werderHn vivo enzymatische 
Aktivitaten des 20S Proteasoms durch. Anlagerung der 19S regulatorischen 
Untereinheiten reguliert; welche zusammen das aktive 26S Proteasom Partikel bilden. 
Die 19S regulatorischen Untereinheiten sind bei der Erkennung von poly- 
5 ubiquitinylierten Proteinen* sowie bei der Entfaltung von Target pro teinen beteiligt- Die. 
Aktivitat des 26S Proteasom ist ATP-abhangig und degradiert fast ausschlie3lich nur 
poly-ubiquitinylierte Proteine (fur Review siehe Hershko und Ciechanover, 1998). 

./ 

1.1. Bedeutung des UPS in der Pathogenese klinisch relevanter Krankheiten 
10 Die zentrale Rolle des UPS in ,der Zeile erklart die Bedeutung dieses Systems fur 
zahlreiche pathologische Erscheinungen (fur Review siehe Ciechanover et al. f 2000). 
Beispielsweise ist der Level des Tumorsuppressor-Proteins p53 in besonders 
aggressiven Formen von zervikalen Karzinomen extrem niedrig, die durch bestimmte 
Isolate des Humanen Papilloma-Virus (HPV) ausgelost werden. Das<HPV onco-Protein 
is E6 induziert den Abbau des SUppressorproteins p53 uber den UPS. 

Bei der Entstehung von colorektalem Cancer spielt p-Catenin, ein uber den UPS 
regulierter zellularer Faktor, eine wichtige Rolle in der Signal-Transduktion und 
Differenzierung von colorektalem. Epithelium. AuBerdem besteht eine Korrelation 
zwischen dem Level an p27, einem Gl Cyclin CDK-Inhibitor und dem Entstehen von 
20 colorektalen Cancer und Brustkrebs. Der Abbau von p27 durch den UPS ist 
entscheidend fur den Ubergang von Gl- zur S-Phase wahrend der Zellteilung. 
Eine Rolle des UPS bei Erbkrankheiten ist bekannt, so fur den Pathomechanismus von 
Cystischer Fibrosis, dem Angelmans-Syndrom sowie dem Liddle-Syndrom. Auch bei 
leurodegenerativen Erkrankungen spielt das UPS eine Rolle: Die Akkumulation von 
fbiquitin-Konjugaten wurde in pathologischen Lasionen bei Alzheimer und Parkinson 
berichtet. Bei Huntington akkumulieren die Proteine Huntingtin und Ataxin in 
. Proteasom-aktiven nuklearen Strukturen im Zellkern. Eine zentrale Funktion ubt das 
UPS bei Erkrankungen des Immunsystems aus. Zum einen ist der 26S. Proteasom- 
Komplex die hauptsachliche Protease in der MHC-I-Antigenprozessierung, und zum 
30 anderen kann die Aktivitat des Proteasoms selbst sowohl durch y-Interferon 
induzierbare katalytische p-Untereinheiten als auch durch die . regulatorische 
Untereinheit PA28 manipuliert werden. Viele entzundlicrte und immunologische 
Krankheiten stehen im Zusammehhang mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB, welcher 
verschiedene Gen-Funktionen in der Immunantwort reguliert. Die Aktivierung von NF- 
35 kB, die durch Ubiquitinylierung und spezifische Spaltu^ng eines Vorlauferproteins durch 





das Proteasom gesteue^wird, fuhrt zur erhohten Expression yon verschiedenen 
Zytokinen, Adhasionsmolekulen, entzun.dlichen und Stress-Response-Proteinen sowie 
Im m u n rezeptoren . 

Diese Zusammenhange erklaren das Interesse an einer, pharmakologischen 
5 Anwendung von Substanzen, die das UPS regulieren. 

1.2.Proteasom-Inhihit-nrpn 

Verschiederte Substanzklassen sind als Proteasom-Inhibitoren bekannt. Es sind zum 
einen chemisch modifizierte Peptidaldehyde wie der Tripeptidaldehyd N- 
10 carbobenzoxyl-L-leucinyl-L-leucinyl-L-leucinal (zLLL; auch als MG132 bezeichnet) 
sowie das wirksamere Borsaure-Derivat MG232. zLLL, und davon abgeleitete Derivate 
blockieren das Proteasom reversible durch Ausbildung e'iner transienten Hemiacetal- 
Struktur mit der katalytisch aktiven Threonin.-Hydroxyl-Seitenkette in Position 1 der p- 
Jntereinheit des 26S Proteasoms. . Ahnlich zu zLLL wurde eine weitere Klasse von 
is modifizierten Peptiden, die Peptid-Vinyl-Sulfone, als Proteasom-Inhibitoren 
beschrieben (fur.Review siehe Elliott und Ross, 2001). 

Naturlich vorkommende Substanzen sind Lactacystin (LC) (Fenteany et al., 1995), das 
aus Streptomyceten, sowie Epoxomycin, das aus Aktinomyzeten gewonnen wird 
(Meng et al., 1999a,b). LG i'st ein hoch spezifischer, irreversibel wirkender Proteasom- 
20 Inhibitor, welcher hauptsachlich die Chymotrypsin und die Trypsin-ahnlichen 
Aktivitaten des 26S Proteasom-Partikels blockiert (Fenteany et al., 1995). LC hat 
keine Peptid-Grundstruktur, sondern besteht aus einem y-Lactam-Ring, einem Gystein 
und einer Hydroxy-butyl-Gruppe. LC selbst inhibiert nicht das Proteasom. Vielmehr 

•ird in wassriger Losung der N-Acetyl-Cystein-Rest hydrolysiert. Das Resultat ist die 
ildung eines Clastolactacystein (3-Lactons, das in der Lage ist, Zellmembranen zu 
penetrieren. Nach Zeliaufnah'me kommt es zum nukleophilen Angriff des p-Lacton- 
Rings und anschlieBender Transesterifizierung der Threoninl-Hydroxyl-Gruppe der p- 
Untereinheit (Fenteany et al„ 1995). Hinsichtlich , Spezifitat und Wirksamkeit ist 
Epoxomycin der bislang wirksamste aller bekannten naturlichen Proteasom-Inhibitoren 
30 (Meng et al., 1999;a, b). 

Eine weitere und sehr potente Klasse an synthetischen Proteasom-Inhibitoren sind 
Borsaure-Peptid-Derivate, insbesondere die Verbindung Pyranozyl-Phenyl-Leuzinyl- 
Borsaure mit dem Namen "PS-341". PS-341 ist unter physiologischen Bedingungen 
, sehr stabil und nach intravenpser Applikation bioverfugbar (Adams und Stein, 1996; 
35 Adams et al., 1999, US 1448.012TW01). Die besondere Wirksamkeit von PS-341 als 
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Proteasom-Inhibitor wircr vermutlich durch die sehr stable Bindung zwischen 
Borsaure- und Hydrbxyl-Gruppe der katalytisch aktiven Seitenkette von Thrl in der 
aktiven B-Untereinheit des 20S-Proteasoms (Ki = 0.6 nM) realisiert (Adams und Stein, 
1996). AuBer dem Prateasom. ist bislang keine zellulare Protease bekannt, welche 
5 durch PS-341 ' beeinflusst wird. Verschiedene Borsaure-Peptid-Derivate wurde auf 
Wirkung als Proteasom-Inhibitor bereits getestet (Adams et al., 1998). Dabei wurde 
festgestelit, dass Leucin, bevorzugt in Pi-Position, sowie relativ groBe hydrophobe 
Seitenketten (zum Beispiel. Naphthylalanin) in P2 und P3 die Wirksamkeit und den Ki- 
Wert des Inhibitors verbessern (Adams et al., 1998). 

1.2.1. Kli nische Applikation von Proteasom-Inhibitoren 
r - ; Die Hemmung der Proteasom-Aktivitat als hauptsachliche zellulare Protease kann zu 

•Veranderungen in der Regulation des Zellzyklus, der Transkription, der gesamten 
lellularen Proteolyse, sowie der MHC-I Antigenprozessierung fuhren (fur Review siehe 
is Ciechan'over et al., 2000). Demzufolge ist eine dauerhafte Inhibierung aller 
enzymatischen Aktivitaten des Proteasoms mit dem Leben einer Zelle und somit des 
Gesamtorganismus nicht vereinbar. Bestimmte, reversibel. wirkende Proteasom- 
Inhibitoren konnen , jedoch selektiv einzelne proteolytische Aktivitaten des 26S 
Proteasoms inhibieren, ohne dabei andere zellularen Proteasen zu beeinflussen. Die 
20 Zytotoxizitat solcher Inhibitpren ist daher wesentlich gerihger im Vergleich zu relativ 
Unspezifisch wirkenden Peptidaldehyden wie zLLL. Erste klinische Studien mit 
Proteasom-Inhibitoren (Adams et al., 1999) verdeutlichen, dass diese Substanzklasse 
ein enormes Potential als Pharmaka mit einer vielfaltiger Anwendungsbasis hat (fur 

•Review siehe Elliot und Ross, 2001). 
fie Bedeutung von Proteasom-Inhibitoren als neues therapeutisches Prinzip hat in den 
vergangenen Jahren zunehmende Aufmerksamk'eit erfahren, insbesondere bei der 
Behandlung von Krebs und entzundlichen Erkrankungen (fur Review siehe Elliot und 
Ross, 2001). Bislang ist der Einsatz fur die breite klinische Anwendung am Menschen 
noch nicht zugelassen, die. pharmazeutische Industrie arbeitet aber intensiv an der 
30 Entwicklung von neuen Medikamenten auf der Basis von in vivo-vertrag lichen 
Proteasom-Inhibitoren. Die Firma "Millennium Inc." (Cambridge, MA, USA) entwickelte 
Proteasom-Inhibitoren fur entzundungshemmende, immunmodulatorische und 
antineoplastische Therapien, insbesondere Borsaure-Derivate von Di-Peptiden, und 
dabei insbesondere die Verbindung PS-341 (Adams et al., 1999). Die orale Applikation 
35 von PS-341 hat im Ratten-Modell eine entzundungshemmende Wirkung in 
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Streptokokken-induzierte^Polyarthritis und Leber-Entzundung (Palombella et a!., 
1998). Im Maus-Modeil zeigt PS-341 anti-neoplastische Wirkung bei 
Lungenkarzinbmen und hat auBerdem additive Wirkung in Verbindung mit Zytostatika 
(Teicher et al., 1999). In vitro Versuche demonstrierten eine sehr gute Wirksamkeit 
5 gegenuber soliden humanen Ovarien- und Prostata-Tumorzellen (Frankel et al., 2000). 
. PS-341 ist der. bislang einzige klinisch erprobte Proteasom-Inhibitor. Phase I Studjen 
an PS-341 demonstrierten eine gute Bio-Verfugbarkeit und pharmakokinetisches 
Verhalten (Lightcap et al., 2000). Phase I und Phase II klinische.Studien in Patienten 
mit , unterschiedlichen Krebserkrankungen, wie zum Beispiel hamatologischen 
10 Malignancies als soliden Tumoren wurden bereits abgeschlossen. Neben 
uberraschenden therapeutischen Effekten in verschiedenen Tumor-Patienten ist^ 
bemerkenswert, dass keine Dosis-limitierende Tbxizitat bei der Behandlung mit PS- 
541 beobachtet werden konnte* Die Informationen dazu wurden in Pressemitteilungen 
/on Millenium Inc. vprgestellt, (publiziert unter 
is http:biz.yahoo.com/prnews/010301/neth.003.html; 
http:biz.yahoo.com/prnews/010301/neth003.html; 
http://www.mlnm. com. releases. pr052300 l.shtml : 
http://www.cancernet.nci.nij.gov/; 

http://www3.manderson.org/leukemia/insight/letter52.html . 
20 Eine weitere klinische Anwendung von Proteasom-Inhibitoren, insbesondere solche, 
die . von ddr Firma Millennium Inc. entwickelt wurden, deutet sich bei entzundlichen 
und Auto-Immunerkrankungen an. Diese werden allgemein ausgelost durch eine 
Kaskade der Zytokin- und Chemokin-Produktion sowie der Expression von bestimmten 
^elladhasionsmolekulen. Eine zentrale Stellung nimmt hierbei der Transkriptionsfaktor 
IF-kB ein. Dieser ist notwendig fur die Expression einer Reihe von pro- 
inflammatorischen Faktoren. NF-kB, als ein Vertreter der Rel-Proteine besteht aus 
einem Heterodimer von p50 undp65 (Re I A) Untereinheiten (fur Review siehe Baldwin, 
1996). In ruhenden Zellen garantiert. die Bindung des inhibitorischen Faktors IkB an 
NF-kB ubfer Maskierung des nukleares Lokalisationssignal des p50/p65 Heterodimers 
30 die Lokalisation von NF-kB im Zytosol und zwar in einer latenten, inaktiven Form. 
Signale der Zellaktivierung, zum Beispiel Zytokine oder virale Infektionen losen die 
Phosphorylierung und poly-Ubiquitinylierung von IkB und damit die Aktivierung von 
NF-kB aus. Nach Aktivierung translokiert NF-kB in den Zellkern und stimuliert die 
Transkription von verschiedenen Genen, vor allem von Zytokinen, Chemokinen und 
35 Zelladhasionsmolekulen. Diese Faktoren sind in der Summe involviert in der 




r n > r r. r. r <■* r> n 

rrr. r. n r. r- rr ' <■. r <-, , c. 

Regulation von immunolo^schen unci inflammatorischen Prdzessen. Durch Proteasom- 
Inhibitoren kann der Abbau von IkB und somit die Aktivierung von NF-kB btockiert 
werden (Palombella et al., 1994). 

In einem Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass der Proteasom-Inhibitor PS-519 
5 (ein 0-Lacton- Deri vat) eine starke anti-inflammatorische Wirkung ausubt. In niedrigen 
Dosen ist PS-5.19 auch wirksam in Kombination mit Steroiden. PS-519 wurde daher als 
neues Medikament fur die Asthma-Behand.lung vorgeschlagen (Elliot et al., 1999). 
Eine weitere Anwendung fur PS-519 ergibt sich im Infarkt-Modell: Die 
inflammatorische Reaktion nach cerebralen Verletzungen wurde durch PS-519 
10 dramatisch reduziert. Danach scheint PS-519 ebenfalls ein interessantes Pharmakon 
fur die Behandlung von Gehirnschlag zu sein (Phillips et al., 2000). 
Da Proteasom-Inhibitoren einen essentiellen Pathway im Zellmetabolismus treffen, ist 

•:in strenges Dosis-Regime notwendig, um toxische Neben-Effekte zu unterdrucken. 
m Rahmeh der Entwicklung von in vivo vertraglichen Proteasom-Inhibitoren wurden 
15 verschiedene Peptid-Borsaure-Derivate getestet, welche sowohl in der Zellkultur als 
auch im Tiermodell anti-Tumor Wirkung zeigten (Adams et al., 1996; 1998; 1999). In 
vitro besitzt PS-341 eine selektive zytotoxische. Aktivitat gegen ein breites Spektrum 
an humanen Tumorzelllinien (Adams et aL, 1999). Diese Aktivitat ist mit der 
Akkumulation von p21 und Zellzyklus-Arrest in der G2-M-Phase - mit nachfolgender 
20 Apoptose ve.rbunden (Adams et al., 1999). Direkte Injektion von PS-341 bewirkte im 
Maus-Modell das Absterben von 70% der untersuchten Tumoren. Nach intravenoser 
Vera breichung. von PS-341 verteilte sich die Substanz in alien Organen und Geweben 
und hatte anti-neoplastische Aktivitat in human-Xenograft-Modellen (Adams et al., 

•999). Toxikologische Studien zu PS-34i in Primaten erbrachten . Dosis-abhangige 
ebenwirkungen vor allem im gastrointestinalen Bereich, wo PS-341 nach 
intravenoser Applikation die hochste Verteilung zeigte (Adams et al., 1999). Ein 
weiterer Nachteil von PS-341 und verwandte Inhibitoren ist, dass sie nicht die Blut- 
Hirnschranke ub'erwinden und somit nicht im Zentralnervensystem wirksam werden 
konnen (Adams et al., 1999) 
30 Der Einsatz von Proteasom-Inhibitoren mit dem Ziel, virale Infektionen zu blockieren, 
wurde bereits beschrieben. Insbesondere. wurde von Schubert et al. (2000 a, b) 
gezeigt, dass Proteasom-Inhibitoren die Assemblierung, Freisetzung und 
proteolytische Reifung von HIV-1 und HIV-2 blockieren. Dieser Effekt beruht auf einer • 
spezifischen Blockade der proteolytischen Prozessierung der Gag Polyproteine durch 
35 die HIV- Protease, ohne dass Proteasom-Inhibitoren die enzymatische Aktivitat der 
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viraien rrotease semst beeinflusseh. Der Mechanismus, mit welchem Proteasomeh die 
Assemblierung verschiedener Viren regulieren, ist bislang unverstanden. Weitere 
Zusammenhange mit dem UPS wurden fur. Budding von Rous Sarcoma Virus, RSV 
(Patnaik et al., 2000); Simian Immunodeficiency Virus, SIV (Strack. et al., 2000), und 
Ebola Virus (Harty et al.> 2000) berichtet. Im letzteren Fall (Harty et al., 2000) wurde 
gezeigt, dass eine zellulare Ubiquitinligase mit Ebola-Matrixprotein in Wechselwirkuhg 
tritt, eine direkte Bedeutung der Proteasom-Aktivitat fur die Replikation von Ebola 
oder verwandten Viren sowie die Inhibierung der Assemblierung Ebola-Viren wurde 
bislang nicht gezeigt. s 
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Im Wesen der Erfindung kann somit festgestellt werden, dass die 
uberraschenderweise festgestellte anti-virale Wirkung von Proteasom-Inhibitoren auf 

• itglieder der Flaviviridae Familie, speziell auf mit dem HCV nachst-verwandte Viren 
ie Pestiviren, bislang nicht beschrieben wurde. Insbesondere wurden keinerlei anti- 
15 virale Effekte durch Proteasom-Inhibitoren beschrieben, die den 
Eintritts/Internalisierungsprozess oder das Uncoating des Flaviviridae Viruspartikels 
betreffen. Ebensowenig wurden antj-virale Effekte durch Proteasom-Inhibitoren 
beschrieben, die die Assemblierung, Maturierung oder die Sekretion von 
Nachkommenviren von Flaviviridae betreffen. Es wurde nicht beschrieben, dass 
20 Proteasom-Inhibitoren die Freisetzung von infektiosen Flaviviridae Virionen der Virus- 
Prod uzent-Zellen blockieren. Weiterhin wurde nicht' berichtet, dass Proteasom- 
Inhibitoren im Vergleich zu primaren Hepatozyten bevorzugt Hepatomazellen abtoten 
und dadurch fur die Therapie von Leberkarzinomen geeignet sind. Die 
;rfindungsgemaB dargestellten. Wirkungen von Proteasom-Inhibitoren auf fruhe 
Fnd/oder spate Prozesse des F/awV/'r/c/ae-Lebenszyklus, wie auch auf Hepatomazellen, 
stellen somit vollig neuartige Prinzipien der anti-viralen Behandlung von Infektionen 
dieser Viren, speziell von HCV-Infektionen, dar. 

1.3. Verbindung zwische n dem UPS und dem Lebenszyklus von Flaviviridae. speziell 
so HCV ( 1 ^~ 

In keiner bekannten Studie wurde bisher analysiert, welchen Einfluss Proteasom- 
Inhibitoren auf die Freisetzung und Infektiositat von Mitgliedern der Flaviviridae 
Familie haben wie dies in der vorliegenden Erfindungsbeschreibung beobachtet und 
dargestellt wird. Publiziert wurde bisher, dass die Expression von HCV-Proteinen die 
35 Aktivitat des UPS nicht beeinflusst (Moradpour et al., 2001). Daruber hinaus ist 
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n des HCV Core-Proteins uber das UPS abgebaut wird 
(Suzuki et al., 2001). Es tritt auch eine mono-ubiquitinierte Form des Core T Proteins 
auf, die jedoch stabil ist und nicht abgebaut wird. Bisher wurde nicht getestet, 6b 
Proteasom-Inhibitoren einen Einfluss . auf die Proliferation . oder den 
5 Transformationstatus von hepatozellulare Karzinomen (HCC) haben. Bekannt ist 
lediglich, dass die P28 Proteasom-Untereinheit in den meisten HCCs uberexprimiert 
wird (Higashitsuji era/., 2000). 

2. Bioloaie der Flaviviridae ( ' 
10 Die Familie Flaviviridae umfasst die Genera Flavivirus, Pestivirus und Hepacivirus 
(Hepatitis C Virus, HCV). Neben diesen drei Genera wurde kurzlich eine Gruppe 
weiterer, ^/av/wnctee-ahnlicher Viren, die GB-Viren, charakterisiert, die bisher nicht 
dassifiziert sind. Die phylogenetische Verwandtschaft ist zwischen Pestiviren und HCV 
srheblich ausgepragter als zwischen Flavi- • und Pesti-'bzw. HCV und Flaviviren. 
is Dementsprechend ist die Morphologie des Virions, die Genomorganisation und die 
bekannten biochemischen Mechanismen der Genexpression und Genomreplikation 
zwischen Pestiviren und' HCV besonders konserviert. Wie bereits ausgefiihrt, handelt 
es sich bei vielen Mitgliedern . der Flaviviridae um bedeutende Human- und 
Tierpathogene (fur Review siehe Lindenbach and Rice, 2001). 

20 

2.1. Aufbau des Virions: Mechanismus des Virus-Eintritts in die Wirtszelle 

Das Virusgenom der Flaviviridae ist eine einzelstrangige, ni.cht segmentierte RNA 

positiver Orientierung mit einer Lange von 10 (HCV), 11 (Flaviviren) bzw. 13 

^^^Kilobasen (Pestiviren). Im Virion , ist das RNA-Genom mit Kapsid (c/oder „Core w )- 

^^^-oteinen komplexiert. Dieser Nukleoprotein-Komplex wfrd von einer Lipid- 
Doppelmembran umhullt, in die zwei oder drei Spezies von Hull (E, Oder „Envelope w )- 
Proteinen eingelagert sind. Es wird vermutet, dass Bindung des Viruspartikels an die 
Zelle und Eintritt („Entry") uber eine Rezeptor-mediierte Endozytose erfolgt. Die Virus- 
Hullproteine assoziieren dabei mit einem zellularen Rezeptor: Verschiedene 

30 experimentelle Daten weisen bei HCV auf eine Interaktion des Envelope-Proteins E2 
mit CD81 und/oder dem low density lipoprotein (LDL)- Rezeptor (fiir Review siehe 
Lindenbach and Rice, 2001). Bei BVDV wurde eine Interaktion mit CD 46 und dem 
LDL-Rezeptor festgestellt (Muller et al. 2000; Agnello et al., 2000). Durch Fusion der 
Virushulle mit der Membran, katalysiert durch niedrigen pH, kommt es zur Freisetzung 

35 des Nukleokapsids in das Zytoplasma Ein unbekannter Mechanismus fuhrt zur 
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Dissoziation der viralen^fcpsidproteinen und zum „Uncoa^P x des Genoms (fur 
Review siehe Lindenbach and Rice, 2001). 

2.2. Genexpression der Flaviviridae ■ 
5 Die virale RNA umfasst ein einziges translationaies Leseraster („open reading frame"; 
ORF), das am 5'- und am 3'-Ende von nicht-translatierten Regionen (UTRs) umrahmt 
wird. Entsprechend agiert die virale RNA direkt als messenger in der Wirtszelle. Die 
Translation fiihrt zur Synthese eines instabilen Polyproteins, das ko- und 
posttranslational in virale Polypeptide gespalten' wird. Das Flavivirus-Genom besitzt 
10 am 5'-Ende ei.ne TypI m7G Cap-Struktur; die 3'-UTR, die am 3'-Ende spezifisch 
strukturiert ist, enthalt mitunter PolyA-Sequenzen. Man nimmt desh'alb an, daB- die 
Translation des flaviviralen ORF ahnlich verlauft wie die Translation zellularer 

•lessenger RNAs. Im Gegensatz dazu befindet sich in der 5'-UTR des Genoms von 
esti- und Hepaciviren eine sowohl von der Struktur als auch von der Funktion her 
is sehr ahnliche „interne Ribosomen Eintrittsstelle" (Typs IV IRES). Das genomische 3'- 
Ende ist bei HCV und Pestiviren nicht polyadenyliert. 

Entsprechend der Ahnlichkeiten der Genomstruktur ' sind bei den Mitgliedern der 
Flaviviridae auch die Vorgange, die zur Prozessierung des Polyproteins fuhren, 
weitgehend konserviert. Dies gilt insbesondere fur Pestiviren und HCV. Der 
20 aminoterminale Bereich des Polyproteins enthalt die Polypeptidsequenzen fur die 
strukturellen Komponenten des Virions, das hei6t fur das Kapsid-Protein, C, sowie fur 
mindestens zwei virale Envelope-Proteine (Flaviviren: prM, E, NS1; Pestiviren: E ms , 
El, E2; HCV: El, E2). Die Strukturproteine werden in. erster Linie von 
^ignalpeptidasen der Wirtszelle aus dem Polyprotein generiert. Die Envelope-Proteine, 
^ie stark glykosiliert werden, assoziierep zu Homo und Heterodimeren: Bei Pestiviren 
und HCV sind E2-E2 und E2-E1 Dimere dokumentiert. Die Funktion des loslichen 
pestiviralen Envelope- Proteins E rns ist bisher unklar: Es besitzt eine Ribonuklease- 
Funktion und wird fur die Infektion in Zellkultur nicht behotigt. Die Dimerisierung 
spielt. beim Vjrus-Entry eine wichtige Rolle (fur Review, siehe Lindenbach and Rice, 
3d 2001). Die Prozessierung des C-terminalen Nicht-Struktur (IMS)- Polyproteins NS2A- 
NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 (bei Flaviviren) bzw. NS2-NS3 (bei Pestiviren NS2-3) - 
NS4A-NS4B-NS5A-NS5B (bei Pestiviren und bei HCV), wird bei alien drei Genera 
vorwiegend durch einen viralen Proteasekomplex katalysiert. Dieser besteht aus einer 
Serinprotease, die sich im aminoterminalen Bereich des NS3-Proteins befindet und 
35 einem Kofaktor (NS2B bei Flaviviren, NS4A bei Pestiviren und HCV). Bei Flaviviren 




nplex alle NS-Proteine, lediqlich die F 



generiert der NS3-NS2B complex alle NS-Proteine, ledlgllch die Proteblyse zwischen 
NS4A-NS4B wird durch eine zellulare Signalaseaktivitat katalysiert. Bei Pestiviren und 
HCV spaltet :NS3-4A das komplette NS-Polyprotein mit Ausnahme von NS2-NS3. 
Letztere Spaltung erfolgt bei HCV durch eine Autoprotease katalysiert, die an dieser 
5 Stelle lokalisiert ist (fur Review, siehe Lindenbach and Rice, 2001). Beim Pestivirus 
BVDV ist das AusmaB der proteolytischen Spaltung zwischen NS2 und NS3 
interessanterweise mit einem zytopathischen Effekt der Virusinfektion verknupft. Von 
der nicht-zytopathischen Form („nzp") Form des Virus, das sich auf kultivierten Zellen 
ohne erkennbaren Schaden fur den Wirt vermehrt, wird vorwiegend das nicht 
10 prozessierte NS2-3-Protein exprimiert. Zytopathische („zp") Varianten . verursachen 
dagegen die Lyse ihrer Wirtszellen. Zp Viren gehen zum Beispiel durch RNA- 
Rekombinationen aus den nzp Viren hervor. Ein zp-Phanotyp korreliert dabei direkt 

«iit der Expression von NS3-Protein (fur Review siehe Thiel 1996). Ruckschliisse auf 
eitere Funktionen von NS-Proteinen bei Flaviviridae wurden uber Computer- 
is Sequenzvergleiche und aus in vitro Studien mit heterolog exprimierten viralen 
Polypeptiden gewonnen. So konnte im C -terminus von NS3 eine ATPase bzw. eine 
ATPase/RNA Helikaseaktivitat festgestellt werden. Weiterhin wurde gezeigt daB es sich 
bei NS5 (bei Flaviviren) bzw. NS5B (Pestiviren, HCV) urn die virafe RNA-abhangige 
RNA-Polymerase (RdRp) handelt. Die Funktionen von NS4B und NS5A sind bislang 
20 ungeklart. Das ; HCV NS5A spielt moglicherweise eine wichtige Rolle fur die bei 
bestimmten viralen Subtypen auftretende Interferon-Resistenz (Lindenbach and Rice, 
2001). 

• .3. Genomreplikation der Flaviviridae 
ntsprechend dem allgemeinen Replikations-Modell von Positiv-Strang RNA Viren 
assoziiert im Zytoplasma der von Flaviviridae infizierten Wirtszelle in direkter 
funktioneller Kopplung an Translation und Proteolyse des Polyproteins ein funktioneller 
membrangebundener Replikationskomplex, der aus der viralen RNA sowie viralen und 
zellularen Faktoren besteht. Dieser Komplex katalysiert zunachst die Synthese einer 
30 geringen Anzahl komplementarer Minus-Strang RNA-Molekulen; diese dienen dann in 
einem zweiten Schritt als Matrize fur die Synthese eines signifikanten Uberschusses 
neuer Plus-Strang RNA-Genome. 

In den vergangenen Jahren ist der RNA-Replikationsprozess besonders bei Pestiviren 
intensiv untersucht worden. Ma'Bgebliche Grunde hierfur waren das bereits erwahnte 
35 Fehlen eines infizierbaren Zellkultursystems fur HCV und der Modellcharakter von 
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Pestiviren fur Hey. Basier^nd auf Daten mit BVDV konnte kiirzlich auch ein effizientes 
Replikationssystem fur das HCV etabliert werderi (Lohmann et al. 1999). Fur 
■ Pestiviren stehen bereits seit geraumer Zeit infizierbare Zellen in Kultur zur 
Verfugung. Zudem wurden 1996 „infektiose cDNA Konstrukte" fur BVDV und CSFV 
5 konstruiert, von denen aus sich durch in vitro Transkription komplette virale RNA- 
Genommolekule gewinnen lassen. Nach Transfektion in Wirtszellen sind diese RNA- 
Molekule in der Lage, den kompletten pestiviralen Lebenszyklus bis hin zur Synthese 
neuer Viruspartikel zu durchlaufen (Moormann et al., 1996; Meyers et al., 1996). 
Durch Mutagenese der eDNA konnen Mutationen gezielt in die viralen RNA-Transkripte 
10 eingefuhrt werden und deren Effekt auf den viralen Lebenszyklus bestimmt werden 
(„reverse Genetik"). Auf diese Weise wurde uberraschend festgestellt, dass bereits 
subgenomische BVDV RNA Molekule, die lediglich die kodierenden Regionen der NS- 
Proteine NS3 bis NS5B sowie die nicht-kodierenden Regionen des Virusgenoms 
jmfassen, in der Lage sind, beide RNA-Replikationsschritte zu katalysieren'. Die. 
is Prasenz der Strukturproteine sowie von IMS 2 ist also fur die intrazellulare virale 
Genomreplikation nicht erforderlich (Behrens et al., 1998). Die Verwendung dieses 
„BVDV RNA Replikon-Systems" ermoglichte es nachfolgend, die Rolle einzelner 
Elemente der viralen RNA sowie der viralen-Proteine wahrend des RNA- 
Replikationszyklus zu klaren (Behrens et al., 1998; Yu et al., 1999; Grassmann et al., 
20 1999; Yu et al., 2000; Grassmann et al., 2001). Auf diese Weise wurde zum Beispiel 
festgestellt, dass selbst geringste Veranderungen im Prozessierungsmodus bzw. der 
enzymatischen Aktivitat einzelner viraler Nicht-Strukturproteine' die RNA-Replikation 
komplett inhibieren. Die Charakterisierung eines BVDV Replikons stimulierte die 
^^^^jJ<onstruktion homolog aufgebauter HCV RNAs: Ausgehend von der cDNA eines 
^^^stimmten HCV Isolats konnten RNA Molekule hergestellt und selektioniert werden, 
die zu effizieriter Replikation in transfizierten Huh-7 Hepatomazellen befahigt sind 
(Lohmann et al., 1999). Die identische Organisation von Pestivirus und HCV Replikons 
ist ein eindeutiger Hinweis darauf, dass die generellen molekulareh Mechanismen, die 
der viralen RNA-Replikation unterliegen, zwischen beiden Genera konserviert s|nd. Im 
30 Falle von HCV ist es aber weder mit Virusisolaten aus Patienten noch mit in vitro 
transkribierter kompletter genomischer RNA (Pietschmann et al., 2002) gelungen, den 
viralen Lebenszyklus in Zellkultur zu reproduzieren. Bei Untersuchungen, die den 
Eintritt des Virus in die Zelle, das Uneoating des Genoms sowie die Maturierung und 
Sekretion von Nachkommenviren betreffen, ist man also dringend auf das Pestivirus- 
35 Modell angewiesen. 



2.4. Vlrion-Assemblv und Sekretion von Nachkomrnenviren 1 

Die spaten Schritte des viralen Lebenszyklus sind bei alien drei Flaviviridae Genera 
kaum untersucht. Man nimmt an, dass ein Anteil der neu synthetisierten Positiv- 
5 Strang RNA Molekule in „statu nascendi" mit Kapsid-Proteinen zu Nukleokapsid- 
Partikeln assoziiert. Diese gelangen durch „Buddihg" in zytopiasmatische Vesikel des 
endoplasmatischen Retikulums. Da die Envelope-Proteine bei der Maturierung in der 
ER-Membran verbleiben, entstehen auf diese Weise die umhullten Virionen, die die 
Envelope-Protein in korrekter Orientierung enthalten. Die Vesikel fusionieren im Zuge 
10 der zellularen Sekretion mit der Plasmamembran, wodurch die Viruspartikel in das 
extrazellulare Kpmpartiment freigesetzt werden (Lindenbach and Rice, 2001). 

M^ ^..5. Das Problem der Heteroaenitat 

^j^/Vegen des Fehlens einer Proofreadingfunktion der RdRp entstehen wahrend der 
is Vermehrung von Flaviviridae haufig Mutationen. Deshalb sind die entsprechenden: 
Wirtsorganismen stets mit einer sehr heterogenen Population dieser Viren infiziert. Die 
Heterogenitat beeinflusst die Pathogenese, die Virusresistenz, das Ansprechen auf die 
Therapie mit Interferonen (IFN) und antiviralen Substanzen (Nukleosidanaloge und 
ahdere) sowie die Erkennung infizierter Zellen durch das Immunsystem. Diese 
20 Tatsache untermauert, dass neue antivirale Strategien notwendig und sinnvol.l sind. 

2.7. Moolichk eiten der Therapie einer chronischen HCV-Infektion 

Eine der wenigen Therapiemoglichkeiten einer chronischen HCV-Infektion ist die 
^ehandlung mit Interferon (IFN) alpha und Derivaten. Wesentlicher Nachteil von IFN- 
fherapien ist, dass diese haufig mit negativen Nebenwirkungen assoziiert sind. Seit 
1999 ist fur die Therapie der chronischen HCV das Guanosinanalogon Ribavirin in> 
Kombination mit Interferonen zugelassen. Die Wirkungsweise dieses Medikaments ist 
jedoch. nigr unvollstandig geklart. Ribavirin hat auBerdem haufig eine Reihe von 

* 

Nebenwirkungen, wobei die Ribavirin-induzierte Hamolyse von besonderer Bedeutung 
30 ist: Neben Ribavirin werden weitere Nucleosidanaloga sowie eine Reihe von 
Substanzen unbekannter Wirkweise verwendet (fur Review siehe Trautwein und 
Manns, 2001). Fur alle gegenwartig zugelassenen Medikamente gegen HCV-Infektion 
gilt, dass es eine hohe Zahl von Nonrespondern gibt (in der Regel etwa 30-40%). Die 
Erfolgsrate ist noch geringer bei Koinfektionen verschiedener Viren (z.B. dem 
35 hunianen Immundefizienzvirus HIV und HCV oder HBV und HCV). Selbst bei klinisch 
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erfolgreicher Behandlung werden alle viralen Reservoirs nur selten komplett eliminiert 
und konnen zu einer Reaktivierung der Infektion fuhren (Rehermann et al., 1996). Bei 
einer fehlenden Response oder einem Relapse der Virusinfektion konnen grundsatzlich 
nur neue Medikamente helfen, wie sie in dieser Erfindung beschrieben werden. Die 
5 Risiken des Einsatzes aller bisher eingesetzten antiviralen Medikamente sind noch 
nicht mit Sicherheit zu beurteilen. Nukleosidanaloga wie Ribavirin bergen prinzipieil 
die.Gefahr, dass resistente Viren entstehen urid dass es zu Mutationen im Wirtsgenom 
kommt, die Anlass zur Entstehung von Krebs geben konnten. Die im Rahmen der hier 
vorgestellte Erfindung genannten heuen Medikamente sind nicht mit diesem Rteiko 
10 behaftet bzw., diese sind sehr viel.unwahrscheinlicher dder nicht zu erwarten. 

Folgende Patentschriften r j welche die vorliegende Erfindung nicht unmittelbar 
betreffen, wurden veroffentlicht: ein Verfahren zur Bestimmung der Proteasom- 

•^ktivitat in biologischen Proben (WO 00/23614); die Verwendung von Proteasom- 
nhibitoren als , Mittel zur Behandlung von Krebs, Entzundungen und 
15 Autoimmunerkrankungen (WO 99/22729); die Verwendung von Inhibitoren des UPS 
als Mittel zur Behandlung von EntzQndungen und Autoimmunerkrankungen (WO 
99/15183). 

Wesen der Erfindung 

20 Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Mittel zur Hemmung der Freisetzung und 
der Infektiositat von Mitgliedern. der Flaviviridae, insbesondere von Hepatitis C Viren 
zur Verfugung zu stellen. Die Aufgabe wurde durch den Einsatz von mindestens einem 
Proteasom-Inhibitor in einer pharmazeutischen Zubereitung gelost. GemaB einer 

^^^bevorzugten Ausfuhrungsform ' der Erfindung konnen als Proteasom-Irihibitoren 

W iBubstanzen eingesetzt werden, welche die Aktivitaten des zellularen Proteasom- 
Pathway hemmen, regulieren oder anderweitig' beeinflussen. Es ist auch moglich, dass 
* als Proteasom-Inhibitoren Substanzen eingesetzt werden, die speziell die 
enzymatischen Aktivitaten des kompletten 26S Proteasom-Komplexes und der freien, 
nicht mit regulatorischen Untereinheiten assemblierten 20S katalytisch aktiven 

30 Proteasom-Struktur beeinflussen. Diese Inhibitoren konnen entweder eine oder 
mehrere oder alle der drei hauptsachlichen proteolytischen Aktivitaten des Proteasoms 
(die Trypsin-, die Chymotrypsin- und die. Postglutamyl-Peptid hydrolysierenden 
Aktivitaten) innerhalb des 26S- oder auch des 20S-Proteasom-Komplexes hemmen. 
Eine Variante der Erfindung besteht darin, als Proteasom-Inhibitoren Substanzen 

35 einzusetzen, die von Zellen hoherer Eukaryoten aufgenommen werden und nach 
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Zellaufnahme mit der katalytischen beta-Untereinheit des 26S-Proteasoms in 
Wechselwirkung treten und dabei alle oder einzelne der proteolytischen Aktivitaten 
des Proteasom-Komplexes irreversibel oder reversibel blockieren. 
Als eine weitere Form der Erflndung kommen Mittel zum Einsatz, welche die 
5 Aktivitaten der Ubiquitin-konjugierenden als auch der Ubiquitin-hydrolysierenden 
Enzyme hemmen. Polyubiquitinierung gilt allgemein als ein Erkennungssignal fur die 
Proteolyse durch das 26S-Proteasom, und Beeinflussung des Ubiquitin-Pathway kann 
ebenfalls die Aktivitat des Proteasoms regulieren. ' 

ErfindungsgemaS werden als Proteasom-Inhibitoren auch Substanzen eingesetzt, die 
io in verschiedenen Formen in vivo oral, intravenos, intramuskular, subkutan, in 
verkapselter Form mit oder ohne Zell-Spezifitat-tragende Veranderungen oder 
anderweitig verabreicht werden, aufgrund der Anwendung eines bestimmten 

•^pplikations- und Dosis-Regimes eine geringe Zytotoxizitat und/oder hohe Selektivitat 
Or bestimmte Zellen und Organe aufweisen, keine oder unbedeutende 
is Nebenwirkungen auslosen, eine relativ hohe metabolische Halbwertszeit und eine 
relativ geringe Clearance-Rate im Organismus aufweisen. 

Als Proteasom-Inhibitoren werden des weiteren Substanzen eingesetzt, die in 
naturlicher Form aus Mikroorganismen oder anderen natiirlichen Quellen isoliert 
werden, durch chemische Modifikationen aus naturlichen Substanzen hervorgeheh 
20 oder total-synthetisch hergestellt werden. Dazu gehoren: 

a) natiirlich vorkommende Proteasom-Inhibitoren: 
. - Epoxomicin und Eponemycin/ i ' - 

- Aclacinomycin A (auch bezeichnet als Aclarubicin), 
Lactacystin und dessen chemisch modifizierte Varianten, insbesondere die 

(ellmembran-penetrierende Variante "Clastolactacystein p-Lacton", 

b) synthetisch hergestellte : 

- modifizierte Peptidaldehyde wie zum Beispiel N-carbobenzoxy-L-leucinyl-L-leucinyl- 
L-leucinal (auch bezeichnet als MG132 oder zLLL), dessen Borsaure-Derivat MG232; 
N-carbobenzoxy-Leu-Leu-Nva-H (bezeichnet als MG115); N-Acetyl-L-Leuzinyl-L- 

30 Leuzinyl-L-Norleuzinal (bezeichnet als LLnL); N-carbobenzoxy-Ile-Glu(OBut)-Ala-Leu- 
H (auch bezeichnet als PSI); 

- Peptide, die C-terminal a,p-Epoxyketone (auch bezeichnet als Epdxomicin oder 
Eponemycin), Vinyl-sulphone (zum Beispiel Carbobenzoxy-L-Leucinyl-L-Leucinyl-L- 
Leucin-vinyl-sulfon oder 4-Hydroxy-5-iodo-3-nitrophenylactetyl-L-Leucinyl-L-Leucinyl- 

35 L-Leucin-vinyl-sulfon, auch bezeichnet als NLVS ), Glyoxal oder Borsaure-Reste (zum 
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Beispiel Pyrazyl-CONH(cTTPhe)CONH(CHisobutyl)B(OH) 2 ), auch bezeichnet als "PS- 
431" Oder Benzoyl(Bz)-Phe-borol_eu, Phenacetyl-Leii-Leu-boroLeu, Cbz-Phe-boroLeu); 
Pinacol-Ester - zum Beispiel Benzyloxycarbonyl (Cbz)-Leu-Leu-boroLeu-Pinacol-Ester '- 
tragen; 

5 und ■ i 

- als besonders geeignete Verbihdurigen werden Peptide und Peptid-Derivate 
eingesetzt, welche C-terminai Epoxyketon-Strukturen tragen, hierzu zahlen 
beispielsweise Epoxomicin (Molekulformel: C 2 8H86 N 4°7) und Eponemycin 
(Molekulformel: C20H36N2O5); 
10 ' - chemisch modifizierte Derivate auf der Basis von naturlich vorkommenden , 
insbesondere ein (3-Lacton-Derivat mit der Bezeichnung PS-519 (l/?-[lS, 4R, 5S]]-1- 
"^^(l-Hydroxy^-methylpropyO^-propyl-e-oxa-Z-azabicycloCS.ZlOlheptane-S^-dione, 
JjWIolekulformel: C 12 H 19 N °4)/ welches sich von dem naturlichen Proteasom-Inhibitor 
Lactacystin ableitet; 

15 - bestimmte, Dipeptidyl Borsaure-Derivate, insbesondere Verbindungen> welche sich 
von dem Pyranozyl-Phenyl-Leuzinyl-Borsaure-Derivat mit dem Namen "PS-341" (N- 
Pyrazinecarbonyl-L-Phenylalanin-L-leuzin-Borsaure, Molekulformel: C 19 H 2 5BN 4 04) 
ableiten. Hierzu zahlen weiterhin die Verbindungen "PS-273" (Morpholin-CONH-(CH- 
Naphthyl)-CONH-(CHHSobutyl)-B(OH) 2 ) und dessen Enantiomer PS-293, die 
20 Verbindung PS-296 (8-Quinolyl-sulfonyl-CONH-(CH-Napthyl)-CONH(-CH-isobutyl)- 
B(OH) 2 ); die Verbindung PS-303 (NH 2 (CH-Naphthyl)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 ); die 
Verbindung PS-321 (Morpholin-CONH-(CH-Napthyl)-CONH-(CH-Phenylalanin)- 
B(OH) 2 ); die Verbindung PS-334 (CH 3 -NH-(CH.-Naphthyl-CONH-(C.H-Isobutyl)- 
j(OH) 2 ); die Verbindung PS-325 (2-Quino!-CONH-(CH-/7omo-Phenyialanin)-CONH- 
[CH-isobutyl)-B(OH) 2 ); die Verbindung PS-352 (Phenyalanin-CH 2 -CH 2 -CONH-(CH- 
Phenylalanin)-CONH-(CH-ispbutyl)l-B(OH) 2 ); die Verbindung. PS-383 (Pyridyl-CONH- 
(CHpF-Phenylaianin)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 . Alle diese Verbindungen wurden 
bereits beschrieben, unter anderem in Adams eta/. (1999). 

Als besonders geeignete Verbindungen haben sich, neben. Epoxomicin und 
30 Eponemycin, die Proteasom-Inhibitoren PS-519, PS-341 und PS-273 (Millennium 
Pharmaceuticals Inc., Cambridge, MA 02139, USA) erwiesen. Diese Proteasom- 
Inhibitoren sind sehr potent, sehr spezifisch fur das Proteasom, blockieren keine 
anderen zellulare Proteasen und haben daher so gut wie keine Nebenwirkungen. Die 
Proteasom-Inhibitoren PS-341 und PS-519 wurden auBerdem sowohl in Tiermodellen 
35 fur vorklinische als auch in Menschen (Krebspatienten) fur klinische Studien getestet. 




Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird uberraschenderweise festgestellt, dass 
Proteasom-Inhibitoren fruhe oder spate Prozesse im Lebenszyklus des BVDV Pestivirus 
und des West-Nil Ftavivirus hemmen. Die intrazellulare Replikation von BVDV und HCV 
RNA Replikons wird dagegen von den Proteasom-Inhibitoren nicht oder kaum 
beeinflusst. Spezifisch wurde beobachtet, dass sich , die erfindungsgerriaBe 
Verwendung von Proteasom-Inhibitoren dazu eignet, die Produktion von infektiosen 
Virionen in mit BVDV und West-Nil infizierten Zellen weitgehend oder volikommen zu 
unterbinden. Nach Behandlung von BVDV und West-Nil-Virus-produzierenden Zellen 
mit Proteasom-Inhibitor tritt eine nahezu vollstandige Reduktion der Infektiositat der 
freigesetzten Virionen ein. In Folge dieser neuartigen Aktivitaten konnen Proteasom- 
Inhibitoren bei verschiedenen Mitgliedern der Flaviviridae Familie die Neuinfektion von 

K\/irtszellen und damit die Ausbreitung einer Infektion In vivo unterdrucken. Die 
ignifikanten Homolqgien im Virus-Lebenszyklus und der daraus resultierende 
Modellstatus von Pestiviren fur das Hepatitis C Virus rechtfertigt die Annahme und den 
Anspruch, dass Proteasomeninhibitoren eine ahnlich hemmende Wirkung bei HCV- 
Infektionen haben. Es sollte also moglich sein, durch Behandlung mit Proteasom- 
Inhibitoren die Ausbreitung einer HCV-Infektion zu unterbinden und langfristig das 
Virus aus dem Korper infizierter Personen zu eliminieren. Als Konsequenz dieser 
Erfindung sollen in naher Zukunft Untersuchungen an HCV-infizierten Schimpansen 
und an HCV-infizierten. Patienten begonnen werden. 

Als . weiterer wichtiger Punkt der Erfindungsbeschreibung, der vor allem im 
Zusammenhang mit HCV-Infektionen von Bedeutung ist, wurde festgestellt, dass die 
|Behandlung von Hepatomazellen mit Proteasom-Inhibitoren bevorzugt das Absterben 
Pieser Krebszellen induziert, wahrend gesunde, primare Hepatozyten und andere, 
nicht proliferierende Leberzellen sehr viel resistenter gegenuber einer Behandlung mit 
Proteasom-Inhibitoren sind. Leberkarzinome sind medikamentos kaum behandelbar 
und fuhren in der Regel ohne Lebertransplantation oder Leberresektion zum Tod. 
Proteasom-Inhibitoren erlangen dadurclr eine weiteres therapeutisches Potential fur 
die Behandlung von Hepatitis C Virusinfektionen: Durch die Behandlung mit 
Proteasom-Inhibitoren kann nicht , nur die Ausbreitung der Infektion (durch 
Blockierung der Produktion infektioser Virionen), sondern auch die mit der Infektion 
verbundene Entstehung von Leberzell-Karzinomen unterdriickt, verhindert oder ein 
bereits etabliertes Leberzellkarzinom geheilt werden. Dieser Anspruch beruht auf der 
Tatsache, dass die Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren - ahnlich der bereits 



en Wirkung von Proteasom-Inhibitoren auf eine Vielzahl 
von Tumoren - eine spezifische Eliminierung von Leberkarzinomzellen in vivo bewirken 
kann. Die anti-neoplastische Wirkung von Proteasom-Inhibitoren wurde bislang nicht 
fur Leberzellkarzinome gezeigt und stellt daher ein neuartiges therapeutisches Prinzip 
5 dar. Proteasom-Inhibitoren konnen somit zur Behandlung/Bekampfung/Verhinderung 
von HCV-induzierter Leberzirrhose, insbesondere primaren Leberzellkarzinomen 
eingesetzt werden. 

Die Behandlung der Hepatitis C mit Proteasom-Inhibitoren ist wegen der weiten 
Verbreitung, der besonders hohen< Pathogenitat sowie wegen der Assoziation der 
10 chronischen Infektion mit der Entwicklung eines Leberkarzinoms von besonderer 
Eiedeutung. Die Daten mit BVDV und West-Nil-Virus rechtfertigten ferner den 
Anspruch, daB Proteasom-Inhibitoren unter Verwendung der neuartigen anti-viralen 

•Wirkung auch fur die Behandlung anderer Hepatitis. Viren (A, B, D, E und F), GB-Viren 
sowie weiterer Flaviviridae wie zum Beispiel Dengue-Fieber-Virus oder Fruhsommer- 
15 Meningoenzephalitis (FSME) Virus eingesetzt werden konnen. 

Die Proteasom-Inhibitoren konnen auch in Kombination mit anderen anti-Hepatitis- 
Medikamenten und s'onstigen Therapieschemata eingesetzt werden, z.B. Interferon 
alpha/beta/gamma uhd Varianten hiervon (zum Beispiel pegylierte Interferone)/ 
Interleukine, Nukelosidanaloga (Lamivudine, Cidovir, Ribavirin und andere), Steroide, 
20 Plasma-Austausph, Thymosin alpha 1, Impfstoffe, passive und aktive Vakzinierung, 
therapeutische . und prophylaktische Vakzinierung, Glycyrrhizin, Stammzell- 
transplantation, Organtransplantationen, Nahrungstherapie, Immunsuppressiva, 
Cyclosporine und Derivate hiervon, Amanditin und Derivate, Jnterleukine und andere 
^Cytokine, nicht. Proteasom-selektive Protease-Inhibitoren, Azathioprin, Hamodialyse, 
lowie hoch aktive antiretrovirale Therapie (highly active antiretroviral therapy, 
"HAART") bei Co-Infektionen von HCV und HIV. Da Proteasom-Inhibitoren auch anti- 
virale Wirkung auf HIV ausuben, ist* eine Behandlung von HCV/HIV-Koinfektionen, 
insbesondere in Kombination mit HAART-Therapie, ein Anwendungsschwerpunkt der 
Erfindung. 

30 ' 

Die erfindungsgemaBe Verwendung von Proteasom-Inhibitoren besteht in der 
Hemmung des Entry/Internalisierung und Uncoating Prozesses von Flaviviridae sowie 
in der Hemmung der Assemblierung, Reifung und Freisetzung von Nachkommenviren. 
Die Verwendung zur Hemmung der Vermehrun'g von Flaviviridae erfolgt nach den 
35 Mechanismen 
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ler Assemblierung und Freisetzunq von 




a) Blockierung/Reduktion der Assemblierung und Freisetzung von neuen Virionen. 

b) Blockierung/Reduktion der Infektiositat der freigesetzten Virionen.. 

c) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung in kultivierten Zellen. 

Dies impliziert, dass Proteasomeninhibitoren die Ausbreitung von Nachkommenviren in 
5 infizierten Organen inhibieren. 

Eine vyeitere Verwendung von Proteasom-Inhibitoren liegt in der Induktion des 
Absterbens von Hepato-Karzimonzellen, in der Unterdruckung und/oder Verhinderung 
des Entstehens von Leberzeil-Karzinomen sowie in der Therapie von Patienten. mit 
etablierten Leberzellkarzinbmen. 
10 Eine weitere Verwendung besteht in der Behandlung/Bekampfung/Verhinderung von 

- HCV-induzierter Leberzirrhose und/oder 

- HCV-induzierten Leberzellkarzinomen 
Medikamenten-induzierten Leberkarzinomen 
genetisch bedingten Leberkarzinomen und/oder 

15 - durch die Umwelt bedingten Leberkarzinomen.) , 

Eine weitere Verwendung liegt in der gezielten Eliminierung von Leberkarzinomzellen, 

die infolge einer , 

-HCV-Infektion und/oder ' 

-HCV-HBV Koinfektion 
20 -HCV-HBV-HDV Koinfektionen ; 

entstehen. 

( ' ■ ' ■ ■ 
Weiterhin finden Proteasom-Inhibitoren Verwendung zur 

Verhinderung der Entstehung, des Wachstums und der Metastatisierung von 
Leberzelltumoren sowie zur beyorzugten Zerstorung von Leberkarzinomzellen in HCV- 
infizierten Patienten 

Modulation der Expression, Modifizierung. und Aktivitat des Tumorsuppressor- 
Proteins p53 und andere HCC-relevanter Tumorsuppressorproteine 

- Leberzellregeneration bei Patienten mibLeberentzundung 

30 - Reduktion der Anzahl infizierter Virus-produzierender Zellen im Leberzellgewebe 

- Hemmung sowohl der Erhaltung und Persistenz einer bereits etablierten Infektion als 
auch einer Sekundarinfektion und somit der Ausbreitung einer Infektion, einschlieBlich 
der Blockierung der Ausbreitung einer HCV-Infektion in vivo 

- Behandlung von Koinfektionen mit HCV und Immundefizienzviren HIV-1 und HIV-2 
35 - Behandlung von HCV/HIV-Koinfektionen in Kombination mit der HAART-Therapie 




- Verhinderung einer" Re-Infektion mit. HCV bei Leber- und anderen 
Organtransplantationen . 

i- Verhinderung einer Re-Infektion mit HCV bei Zelltherapien durch Gabe der Mittel 
vor, wahrend und nach der Transplantation 

- Behandlung und Bekampfung von Hepatitiden in Kombination untereinander 

'- Verhinderung einer Re-Infektion mit HCV bei der Transplantation von virusfreien 
Organen auf chronische Virustrager, die Restvirus haben und sich neue Organe 
infizieren konnen wie auch bei der Ubertragung von Virus-haltigeh Organen von 
Spendern auf virusfreie Patienten ■ 

- Verhinderung' der Etablierung einer systemischen Hepatitis-Virus-Infektion 
unmittelbar nach Kontakt mit infektiosem Virus oder zur 

- Minderung oder Eliminierung der Leberentzundung durch Immunsystem-vermittelte 

Klechanismen. 
ine weitere Verwendung von Proteasom-Inhibitoren besteht in der Verhinderung der 
Etablierung einer systemischen Hepatitis-Virusinfektion unmittelbar nach Kontakt mit 
infektiosem Virus (zum * Beispiel bei Nadel-Stich-Verletzungen mit Virus- 
kontaminiertem Blut oder Blutprodukten). 

Eine weitere Verwendung von Proteasom-Inhibitoren ist die Vorbeugung einer 
Hepatitis-Virusinfektion bei Personen mit hohem Risiko einer Neuinfektion, zum 
Beispiel bei Arzten und anderem Risiko-Personal, Drogenabhangigen, Reisenden in 
hochendemische Gebiete fur Hepatitis-Viren, in der Krankenbehandlung^ fur 
Familienangehorige von chronischen Virustragern, 

Eine weitere Verwendung von Proteasom-inhibitoren besteht in der Verhinderung 
teiner Re-Infektion mit HCV bei Leber- und anderen Organtransplantationen sowie bei 
Pelltherapien durch . Gabe der Mittel vpr, wahrend und einige Zeit nach der 
Transplantation. Die Gabe dieser Mittel. ist angezeigt sowohl fur die Hochrisikosituation 
bei def Transplantation von virusfreien Organen auf chronische Virustrager, diejmmer 
Restvirus haben und wo sich neue Organe infizieren konnen, als auch fur die 
Ubertragung von Virus-haltigen Organen von Spendern auf virusfreie Patienten. 
Eine weitere Verwendung besteht in der Behandlung von HCV-induzierten 
Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel der gemischten TypII Kryoglobulinamie. 
Eine weitere Verwendung liegt in der Kombination mit bereits in der anti-HCV Therapie 
verwendeten Therapeutika. 

Eine wesentliche Anwendung besteht in der Verwendung von Proteasom-Inhibitoren 
zur Herstellung von Mitteln bzw. pharmazeutischen Zubereitungen zur Hemmung der 





Freisetzung, Reifung und Replikation von Hepatitisviren sowie zur Herstellung von 
Arzneimitteln zur Behandlung und Prophylaxe von Hepatitiden. 

Eine weitere Anwendung von besteht darin, dass Proteasom-Inhibitoren die post- 
translationale Modifikation der Virus-Strukturp'roteine verandern und somit die 
Freisetzung und Infektiositat von Flaviviridae herabsetzten oder blockieren. . 
Eine weitere Verwendung von Proteasom-Inhibitoren besteht in der Behandlung von 
mit Flavivirus infizierten Personen, also zum Beispiel Personen, die akut an West-Nil, 
Gelbfieber, Dengue-Fieber (7-Tage Fieber bder Dengue Hamorragischem Fieber) oder 
Arbovirus-Encephalitis erkrankt sind. Proteasom-Inhibitoren konnen auch hier zur 
Vorbeugung einer Virusinfektion bei Risikopersonen wie Arzten oder Reisenden in 
hochendemische Gebiete fur West-Nil-Virus, Dengue-Fieber-Virus, Gelbfieber-Virus 
oder FSME-Virus eingesetzt werden. 

in weiteres Anwendungsbeispiel ist die Behandlung vo'n Pestivirus-infizierten 
Stalltieren mit Proteasom-Inhibitoren, 



Zur Losung der Aufgabe wurdeh im Rahmen der Erfindung mblekularvirologische, 
biochemische, immunbiolpgische und elektronenmikroskopische Studien an Zellen 
durchgefuhrt, die mit verschiedenden Vertretern der Flaviviridae infiziert oder mit 
viralen RNA Mplekulen transfiziert wurden. ErfindungsgemaB wurden die durch 
Proteasom-Inhibitoren ausgelosten Defekte durch folgende Mittel und Verfahren 
bestimmt: (i) Viruspraparationen von BVDV (Stamm CP7) und West-Nil Flavivirus mit 
definiertem Titer infektoser Einheiten; (ii) Virus-Endpunkt-Titrationsverfahren durch 
mikroskopische Detektion infektioser viraler Partikel uber Plaque-Formation oder 
mmunfarbeverfahren; (iii) cDNA Konstrukte zur Herstellung subgenoniischer BVDV 
nd HCV RNA Replikon durch in vitro Transkription; (IV) RNase Protektionsverfahren 
zur Detektion/Quantifizierung viraler RNA-Molekule; (v) Immunofluoreszenz-Tests zur 
Bestimmung der Replikationsfahigkeit viraler RNA-Molekule bzw. zur Bestimmung der 
Ausbreitung einer Infektion; (vi) Elektronenmikroskopische Verfahren zur 
Untersuchung der Morphoiogie viraler Partikel wahrend und nach dem 
Infektionsvorgang. (vi) Pulse-Chase Markierungsverfahren/in vitro 
Translationsverfahren zur Darstellung von ' BVDV und HCV Strukturproteinen in vivo 
und in vitro; (vii) Western-Blot Studien und Immunoprazipitationsverfahren an E5VDV 
und HCV Proteinen. 
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Die Prinzip-Ldsung der Aufgabe wird an den Beispielen von BVDV und West- Nil-Virus 
gezeigt, d.h. zwei charakteristischen Vertretem der Genera- Pestivirus bzw. Flavivirus 
der Flaviviridae Familie. In Kontrollversuchen wurde zunachst dargestellt, dass eine 
Vorbehandlung der Target-Zellen (MDBK Zellen fur BVDV, BHK-21 Zeilen fur West-Nil 
s Virus) mit nicht-zytotoxischen Konzentrationen verschiedener Substanzklassen von 
Proteasom-Inhibitoren keinen Einfluss auf eine nachfolgende Infektion der Viren hat. 
Ebenso wurde gezeigt, dass eine Vorbehandlung von BVD Viren und West-Nil Viren mit 
nicht-toxischen Konzentrationen verschiedener Proteasom-Inhibitoren keinen Einfiuss 
auf deren Infektiositat hat. , 
10 Im Rahmen der Erfindung wird erstmalig gezeigt, dass die Behandlung von bereits 
infizierten Zellen mit verschiedenen Proteasom-Inhibitoren die Produktion von 
infektiosen Viruspartikeln signifikant hemmt: Durch Virus-Endpunkt-Titration auf 
licht-infizierten Zellen wurde erfindungsgemaB festgestellt, dass die Anzahl 
rreigesetzter infektioser Nachkommenviren. aus infizierten Zellen, die mit Proteasom-. 
is Inhibitoren behandelt wurden, im Vergleich zu Mock-behandelten Zellen um mehrere 
log-Stufen sinkt Neben der drastischen Reduktion der Anzahl an Nachkommenviren 
verursacht die Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren auch eine deutliche Abnahme 
der spezifischen Infektiositat der Nachkommenviren. Die spezifische Infektiositat 
wurde uber die Anzahl der in den Kulturuberstand infizierter Zellen freigesetzten 
20 Virusgenome (gemessen durch quantitative RNase Protektion) im Verhaltnis zum Titer 
der infektiosen Einheiten bestimmt. In Immunfluoreszenzstudien wurde deutlich, dass 
sowohl die RNA-Replikation ajs auch die Ausbreitung der Infektion in Zellkultur unter 
dem Einfluss verschiedener Proteasom-Inhibitoren stark reduziert ist. Die Reduktion 

•er RNA-Repiikation in den infizierten. und mit Proteasom-Inhibitoren behandelten 
ellen wurde erfindungsgemaB durch Messung der RNA-Replikationsprodukte via 
RNase-Protektion bestatigt. 

In uberraschendem Gegensatz dazu wurde in einem weiteren Teil der Erfindung 
festgestellt, dass die verschiedenen Substanzklassen von Proteasom-Inhibitoren nur 
.geringe Effekte auf die Replikation von persistent in MDBK bzw. Huh-7 Zellen 

30 transfizierte BVDV und HCV RNA-Replikons haben. Diese Ergebnisse zeigten, dass 
Proteasom-Inhibitoren nicht oder nur in geringem MaBe mit folgenden durch virale 
Elemente und Faktoren katalysierten Vorgangen interferieren: (i) Mit der Translation 
der viralen RNA uber das in der 5'-UTR enthaltene IRES-Element; (ii) Mit der von den 
viralen Proteasekomplexen NS3/NS4A bzw. NS2^NS3 mediierten Proteolyse des Nicht- 

35 Strukturpolyproteins; (iii) Mit der von den viralen Proteinen NS3, NS4A, NS4B, NS5A, 




Zwischenprodukten des Nicht-StruktL 




NS5B (und hypothetischeTT Zwischenprodukten des Nicht-Stan<turpolyproteins) und 
den nicht-translatierten Regionen des Genoms katalysierten Replikation der viralen 
RNA. Die Targets klassischer anti-viraler Substanzen, d.h. die IRES, die viralen 
Proteasen, die NS3 ATPase/RNA-Helikase sowie die NS5/NS5B RdRp (siehe 
5 Einleitung), werden also von Proteasom-Inhibitoren nicht oder nur geringfugig 
gehemmt. Die drastische Verminderung der Sekretion infektioser Nachkommenviren 
bei Behandlung infizierter Zellen mit Proteasom-Inhibitoren kann demnach nicht oder 
nicht ausschlieBlich auf die zu beobachtende Verminderung der RNA-Replikationsrate 
zuruckgefuhrt werden,. sondern muss folglich Vorgange betreffen, die das. Virus-Entry 
10 und/oder das Uncoating und/oder die Assemblierung und/oder Sekretion vpn 
Nachkommenviren betreffen. 

Diese Hypothese wurde erfindungsgemaB durch Virus-Zell Adhasionsexperimente und 

r lurch elektronenmikroskopische Untersuchungen untermauert. So wurde einerseits 
estgestellt, dass Nachkommenyiren, die aus infizierten, Zellen unter Proteasom- 
15 Inhibitor Behandlung freigesetzt werden, bedeutend ineffizienter an Target-Zellen 
adharieren. Weiterhin sind nach Behandlung infizierter Zellen mit Proteasom- 
Inhibitoren im Vergleich zu Mock-behandelten Zellen Unterschiede in der Anzahl der 
uber Elektronenmikroskopie gerierell in den Zellen zu detektierenden Viruspartikel, 
Unterschiede im Verhaltnis von konipletten zu nicht-kompletten Virionen sowie 
20 Unterschiede in der Morphologie der sekretierten Nachkommenviren festzusteilen. 
. In einem weiteren Teil der Erfindung wird gezeigt, dass in Gegenwart von Proteasom- 
Inhibitoren signifikante Veranderungen in der pbst-translationalen Modifikation der 
BVDV und HCV Strukturproteine, der Prozessierung des Strukturprotein-Polyproteins 

«nd der ' Dimerisierungsfahigkeit ' der Envelope-Proteine auftreten. Diese 
erandferungen konnten damit kausal die Effekte von Proteasom-Inhibitoren auf den 
viralen Lebenszyklus, wie sie bei Pestiviren und Flaviviren festgestellt wurden, 
erkaren. 

ErfindungsgemaB wird damit gezeigt, dass der hemmende Effekt von Proteasom- 
Inhibitoren auf die Virusvermehrung von verschiedenen Vertretern der Flaviviridae- 
30 Familie auf folgenden Mechianismen beruht: 

1. Blockierung/Reduktion des Entry und/oder Uncoating-Prozesses der viralen RNA. 

2. Blockierung/Reduktion des Assembly und/oder der Sekretion von 
Nachkommenviren. 

3. Blockierung/Reduktion der Infektiositat von freigesetzten Virionen. 
35 4. Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung. 



^^■r ^^^^^ 

Diese Mechanismen ^implizieren, dass Proteasomen-Inhibitoren die 
Infektionsausbreitung von verschiedenen Mitgliedern der F/awV/'r/c/ae-Familie auch in 
infizierten Organen blockieren. Die ausgepragten Homologien von Pestiviren und 
Hepatitis C Viren rechtfertigt ferner die Annahme, dass Proteasomeninhibitoren eine 
ahnliche Wirkung bei HCV-Infektionen haben. 

In einem weiteren Teil der Erfindung wird gezeigt, dass primare Leberzellen relativ 
resistent gegenuber Proteasom-Inhibitoren sind (bis zu einer Konzentration von etwa 
lOuM), wahrend proliferierende Karzinomzellen, darunter auch Leberkarzinomzellen 
bereits bei 1000-fach niedrigeren Konzentrationen von Proteasom-Inhibitoren 
abgetotet werden. Das im Vergleich zu primaren Hepatozyten bevorzugte Absterben 
von Leberkarzinomzellen begriindet sich in der anti-neoplastischen Wirkung von 
afcroteasom-Inhibitoren. Damit besteht der wesentliche Vorteil dieser Erfindung darin, 
Wass mit der Behandlung von Proteasom-Inhibitoren zwei wesentliche Effekte 
ausgelost werden. konnen, die fur die Bekampfung von durch HCV Infektionen 
verursachte Lebererkrankungen von groBer Bedeutung sind: Zum einen wird die 
Produktion von infektiosen Viruspartikeln und damit die Infektionsausbreitung im 
Organismus gehemmt. Zum anderen wird die Entstehung, das Wachstum und die 
Metastatisierung von Leberzelltumoren verhindert, welche infolge' einer HCV-Infektion 
nach einer Persistenzphase sehr haufig auftritt. Daruber hinaus werden bereits 
bestehende Leberkarzinome durch die Proteasom-Inhibitoren zerstort, nicht aber die 
wenig Oder nicht proliferierenden normalen Zellen der Leber. 

|Aufgru'nd dieser neuartigen Behandlungsmethode konnen daher vielfaltige 
Ptherapeutische Effekte durch den Einsatz von Proteasom-Inhibitoren bei Infektionen 
mit Mitgliedern der F/awV/r/c/ae-Familie ausgelost werden. Neben den ausgefuhrten 
Vorteiien ist ein weiterer wesentlicher Vorteil, dass mit dieser Strategie zellulare 
Faktoren getroffen werden, welche. fur den Lebenszyklus von Flaviviridae essentiell 
sind, die jedoch eine im Vergleich zu viraleh Faktoren erheblich hohere genetische 
Stabilitat haben. Aufgrund dieser genetischen Stabilitat der Zielstruktur dieser, 
neuartigen anti-viralen Strategie ist mit dem Auftreten von Resistenz-Erscheinungen, 
wie sie fur viele der bislang bekannten Inhibitoren von RNA-Viren beobachtet werden 
konnten, nicht zu rechnen. 

Die Merkmale der Erfindung gehen aus den Elementen der Anspruche und aus der 
Beschreibung hervor, wobei sowohl einzelne Merkmale als auch mehrere in Form von 



Kombinationen vorteilhafte Ausfuhrungen darstellen, fur die mit dieser Schrift Schutz 
beantragt wird. Das Wesen der Erfindung liegt in der Verwendurig bekannter Mittel zu 
einem neuen Z week und in einer Kombination bekannter Elemente - den Proteasom- 
Inhibitoren - und einer neuen Wirkung - ihrem Einsatz zur Behandlung von 
Flaviviridae-Infektionen - die in ihrer neuen Gesamtwirkung einen Vorteil und den 
erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, dass nunmehr Mittel zur Vorbeugung, 
Behandlung, Therapie und Hemmung der von verschiedenen Mitgliedern der 
Virusfamilie Flaviviridae (Genera: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus) verursachten 
Krankheiten beim Menschen und bei Tieren zur Verfugung stehen. 
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Das in der Erfindungsbeschreibung dargestellte Prinzip der Verwehdung von 
Proteasom-Inhibitoren zur Blockierung einer Infektion mit Flaviviridae \st neuartig in 
insicht auf die Verwendung einer bereits bekannten Substanzklasse (den Proteasom- 
bhibitoren) fur eine neue Aktivitat, welche sich in folgenden therapeutischen 
15 Konzepten zusammenfassen lasst: 

- die Blpckierung der Prdduktion von infektiosen Flaviviridae und damit die 
Verhinderung der Infektionsausbreitung in vivo, zum.Beispiel dem Leber-Gewebe einer 
HCV-infizierten Person; 

- im Zusammenhang mit den beschriebenen Effekten auf Hepatomazellen betrifft 
20 diese Aktivitat auch die Induktion des Absterbens von Leberkarzinomzellen, welche in 

direkter oder indirekter Folge einer Infektion mit HCV entstanden sind. 

Gleichzeitig ist die Verwendung von Prbteasom-Inhibitoren auch neuartig hinsichtlich 

des Anwendungsprinzips. Bislang sind keine Substanzen/Prinzipien/ Methoden 

•ekannt, welche vorwiegend friihe oder spate Prozesse der Replikation von 
laviviridae, speziell die Freisetzung von infektiosen Virionen beeinflussen. Weiterhin 
ist neu, dass die Verwendung 1 von Prbteasom-Inhibitoren zur Blockierung des 
Lebenszyklus von Flaviviridae fuhrt. Neuartig ist die bei der Applikation von 
Proteasom-Inhibitoren erheblich geringere Wahrscheinlichkeit der Entstehung von 
Resistenzmechanismen im Vergleich zu bisherigen anti-viralen Methoden, die bei der 
30 Behandlung von RNA Virus-Infektionen eingesetzt werden. Dies ist begrundet durch 
die Tatsache, dass Proteasom-Inhibitoren weniger essentielle Komponenten des Virus 
direkt treffen, als vielmehr auf zellulare Funktionen wirken, die offenbar.fur die 
Viriongenese wichtig sind. Die ist spezifisch messbar an den Effekten die Proteasom- 
Inhibitoren auf die Modifikation und Prozessierung sowie das Assoziationsverhalten der 
35 Virus-Strukturproteine. 
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Neuartig ist weiterhin das Prinzip der Wirkung von Proteasom-Inhibitoren, die zwar 
nicht die Initiation der Virusinfektion, wohi aber die Produktion von infektiosen 
Viruspartikeln von bereits mit* Flaviviridae infizierten Zellen verhindern. Dadurch wird 
wesentlich die Menge an infektiosen Virionen (Viruslast) und sqmit die 
5 Infektionsausbreitung In vivo reduziert. 

Aus der Sum.me dieser neuartigen Mechanismen lasst sich feststellen, dass die 
verminderte Freisetzung von noch dazu wenigen oder t gar nicht infektiosen 
Viruspartikeln im Netto-Effekt im Falle einer in vivo Anwenduhg von Proteasom- 
Inhibitoren die Menge an infektiosen Virionen in einem infizierten Organismus 
10 verringern sbllte.' Im Falle von HCV ist die Anwendung von Proteasomen-Inhibitoren 
allein oder in Kombination mit bereits angewendeten anti-viralen Therapien besonders 
attraktiv, da bei gleichzeitigem Zelltod von Virus-produzierendeh Karzinomzellen sich 

risgesamt die Zahl infizierter Produzentenzellen im Leberzellgewebe eines Infizierten 
eduzieren lassen sollte. 
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Die Erfmdung soli ahhand von Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert werden, ohne 
auf diese Beispiele beschrankt zu sein. . 



Ausfiihrungsbeispiele 



Beispiel 1: 

rimare Tupaia-Hepatozyten sind relativ resistent qegenuber den toxischen Effekten 
on Proteasom-Inhibitoren. Im Verdleich dazu sind proliferierende Zellen, darunter 
auch Leberkarzinom (Hepatoma) Zelllinien erheblich sensitiver gegenuber den 
toxischen Effekten von Proteasom-Inhibitoren. 



Das UPS ist in zahlreiche zellulare Mechanismen involviert. Dementsprechend kann 
30 eine vollstandige Inhibition der Proteasom-Aktivitat auf langere Zeit nicht mit der 
Vitalitat einer Zelle vereinbart werden. Jedoch zeigen verschiedene Zelltypen 
unterschiedliche Sensitivitat gegenuber der toxischen Wirkung der Inhibitoren. Dabei 
ist auffallig, dass sich rasch teilende und/oder aktivierte Zellen in der Regel eine 
hohere Sensitivitat gegenuber Proteasom-Inhibitoren besitzeh im. Vergleich zu 
35 ruhenden und/oder nicht aktivierten Kulturen. Darauf beruht die anthneoplastische 




Wirkung der Proteasom-Inhibitoren. Um die Toxizitat von Proteasom-Inhibitoren auf 
yerschiedene Zelllinien in Kultur (MDBK, BHK-21 Zellen), darunter auch huiriane 
transformierte Hepatomazeilen (Huh-7) zu testen, wurden Dosis-Limitierungsstudien 
mit Proteasom-Inhibitoren durchgefuhrt. Im Vergleich dazu wurden die gleichen 
5 Dosis-Limitierungsstudien mit Proteasom-Inhibitoren mit primaren Hepatozyten 
durchgefuhrt, 

Als Beispiel fur primare Hepatozyten. wurden Hepatozyten aus 10-12 Wochen ajten 
Tupaias (Tupaia-belangeri) gewonnen, die entsprechend den internationalen 
Richtlinien zur Versuchstierhaltung gehalten und behandelt wurden. Tupaias wurden 
10 aus dem Grund gewahlt, weil in einem , kurzlich erschienenen Report Tupaia- 
Hepatozyten als mogliches in vitro Infektionsmodell fur Hepatitis C Virus 
vorgeschlagen wurde (Zhao et a!.., 2002). Gewinnung und Zuchtung der primaren 

•epatozyten erfolgte entsprechend dem ProtokoII von Kock et al. (2001). Die Tupaia- 
epatozyten wurden in einer Dichte von 2 x 10 6 bis 3 x 10 6 Zellen/ml Williams E- 
15 Medium (2ml pro well) auf Kollagen-beschichteten Platten (Becton Dickinson' Co., 
Bedford, Massachusetts, USA) ausgebracht. Nach der Plattierung lag die Konfluenz bei 
etwa 80-90%; die Vjtaliat der Zellen (erniittelt durch Trypan-Blau Exklusion) bei 
>90%. Parallel-Kulturen wurden mit steigenden Dosen bestimmter Proteasom- 
Inhibitoren, im folgenden als PI bezeichnet (jeweils lOuM, SpM, 1|JM, lOOnM, 20 nM, 
20 lOnM und 1 nM) fur 30 Stunden behandelt. Etwa alle 12 Stunden wurden die Zellen 
hinsichtlich Morphologie und Vitalitat lichtmikroskopisch untersucht, Zusatzlich wurde 
deren Funktionalitat mittels Fluoreszenzvitalfarbung mit Fluoreszeindiacetat (FDA) 
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) bestimmt (Yagi et al., 200.1). FDA wird aktiv und 
-Jtf^praferenziell von Hepatozyten aufgenommen und dort mittels einer Lipase, die 
^Rxklusiv in Hepatozyten exprimiert wird, in Fluoreszein konvertiert und bewirkt die 
Fluoreszenzfarbung des Zytoplasmas, ein Zeichen fur die Funktionsfahigkeit und 
Vitalitat von Hepatozyten. In diesem Experiment wurden die behandelten und 
unbehandelten Tupaia-Hepatozyten mit FDA-haltigem Williams E-Medium (5 pg/ml) 
fur 5 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieSend wurden die Zellen mit PBS gewaschen 
30 und die Vitaliat der Hepatozyten mittels eines inversen Epifluoreszenzmikroskops 
beurteilt. Alle Kulturen, die mit bis zu luM PI behandelt wurden, zeigten weder eine 
morphologische .Veranderung noch Hinweise auf eingeschrankte Vitalitat, d.h. sie 
waren nicht zu unterscheiden .von behandelten Hepatozyten. Bei Behandlung mit 5uM 
• PI oder hoher wurden in den Nicht-Hepatozyten, die in Kulturen von primaren 
35 Hepatozyten immer mit vorliegen, deutliche morphologische Veranderungen wie zum 
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ZeTTen . und ihtrazellulare Vakuolenbildum 



Beispiel abgerundete ZeTTen . und ihtrazellulare Vakuolenbildung beobachtet. Die 
Vitalitat der Hepatozyten dagegen war nicht verandert gemaB visueller Beurteilung 
und Fluoreszenzintensitat. Erst ab ein'er Konzentration von IOjjM PI traten erste 
Zeichen einer toxischen Wirkung auch in Hepatozyten auf. Ahniiche Ergebnisse 
5 wurden mit unterschiedlichen PI, wie zum Beispiel Lactacystin und Epoxomicin, 
beobachtet. . Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass primare Tupaia- 
Hepatozyten relativ hohe Konzentrationen von bis zu ca. lOpM Protea.som-Inhibitor 
tolerieren konnen (Figur 1). 

Um den Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf proliferierende Zellen und vor allem 
10 auch proliferierende Hepatoma-Zellen zu testen, wurden verschiedene immortale 
Zelllinien animalen und humanen Ursprungs kultiviert. In der Regel wurden die Zellen 
in Dulbeccos' modifiziertem Eagle's Medium (DMEM) (Gibco) kultiviert, das mit 

•Igenden Komponenten angereichert war: 2% (v/v) Aminosaure Stammlosung (0.712 
L-Alanin> 1.2 g L-Asparaginsaure, 2.8g Glyzin, lg Prolin bezogen auf 800 ml 
is Losung); 0.1mg/l d-Biotin (Sigma-Aldrich); . 25mg/l Hypoxanthin (Sigma-Aldrich), 
3.7g/l NaHC0 3 (Merck, Darmstadt), 10% (v/v) fotales, hitze-inaktiviertes Kalberserum 
(Biochrom AG, Berlin); 100 Einheiten/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin (Biochrom 
AG, Berlin). Einerseits wurden BHK-21 und MDBK Zellen getestet, fur die bekannt war, 
dass sie mit Flaviviren oder Pestiviren infiziert werden konnen, Als Beispiel fur eine 
20 .Hepatomazelllinie wurden Huh-7 Zellen verwendet; diese Zellen unterstutzen als 
bisher einzige' Linie die Replikation von HCV Replikon RNAs (Lohmann eta/., 1999). 
Die Zellen wurden bei einer niedrigen Dichte yon etwa 0.5 x 10 6 auf einer 6-well Platte 
ausgesat. Etwa 24 Stunden spater wurde das Medium gewechselt und in Parallel- 

•nsatzen mit unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener Proteasom-Inhibitoren 
ersetzt. Die Vitalitat der Zellen wurde etwa 30 Stunden spater . entweder 
lichtmikroskopisch (Begutachtung der Zellmorphologie) oder uber einen Trypanblau- 
Ausschlusstest uberpruft. Bei den drei genannten Zelllinien lieBen sich erst bei 
Konzentrationen von <20nM der verschiedenen Proteasom-Inhibitoren keine 
negativen Effekte auf die Vitalitat der Zellen feststellen (Fig. 1). Damit wurde deutlich, 
30 dass proliferierende Zellen, speziell proliferierende Hepatozyten im Vergleich zu 
primaren Hepatozyten erheblich sensitiver sind gegenuber der toxischen Wirkung von 
Proteasom-Inhibitoren. In den nachfolgend geschilderten Beispielen wurden die 
verschiedenen Proteasomen-Inhibitoren bei einer Konzentration von lOnM eingesetzt. 
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Beispiel 2: ^ ^ 

Die Behandlung von Flaviviridae infizierten Zellkulturen rtiit moderaten 
Kohzentrationen von Proteasomen-Inhibitoren reduziert drastisch die Freisetzung und 
Ausbreitunq infektioser Nachkommenviren. 

5 

In einem Kontrollexperiment sollte zunachst getestet werden, welchen Effekt eine 
Vorbehandlung der Zellen mit Proteasomen-Inhibitoren auf eine Infektion ' mit 
verschiedenen F/awV/r/c/ae-Mitgliedem hat. Dazu wurden nicht-infizierte MDBK Zellen 
und BHK-21 Zellen in Parallel-Ansatzen fur unterschiedliche Zeitraume .in 
10 Zellkulturmedium gehalten, das mit verschiedenen PI (Konzentration lOnM) versetzt 
wurde. Die Zeitintervalle dieser Behandlung reichten dabei von 1-8 Stunden, 
AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und nachfolgend mit einem 
|eringen Volumen an Pestivirus (BVDV CP7) oder Flavivirus (West-Nil-Virus) haltigem 
Culturmedium bei einer MOI von 1-5 versetzt (MOI=multiplicity of infection=Anzahl 
.15 der pro Zelle ' eingesetzten infektdsen Viruspartikel; diese war zuvor durch 
Virustitration ermittelt worden). Nach einer Infektionsphase von etwa einer Stunde bei 
37°C wurde iiberschussiges und/oder nicht infektioses Virus durch einen Waschschritt 
mit PBS entfernt und die infizierten Zellen mit frischem • Kulturmedium weiter 

> 

gezuchtet. Nach einem Replikationszyklus, d.h. etwa 12 Stunden (West-Nil Flavivirus). 
20 bzw. 30 Stunden (BVDV). wurde der virushaltige Kulturuberstand der Zellen 
abgenommen. Da es sich bei BVDV CP7 und West-Nil-Virus urn zytopathische (zp) 
. Viren handelt, lieB sich zu diesen Zeitpunkten in der Regel ein zytopathischer Effekt 
der Virusinfektion (ZPE) bei den infizierten Zellen feststellen. Der ZPE kann 
iichtmikroskopisch durch das Abrunden, Schrumpfen und Ablosen infizierter Zellen von 
Jeter Kulturplatte festgestellt werden. Daruber hinaus wurde in parallel durcbgefuhrten 
Immunofluoreszenztests mit spez'ifischen Antikorpern gegen virale Proteine 
(gemessen wurde. dabei ausschlieBlich die replikationsabhangige Synthese dieser 
Proteine) gezeigt, dass zu diesen Zeitpunkten in praktisch alien Zellen virale 
Replikation festgestellt werden kann (Standardprotokoll; siehe auch Behrens et ah, 
30 1998). Die Anzahl der im Kulturmedium enthaltenen infektdsen Viruspartikel wurde 
uber eine Endpunkt-Titration (Standardprotokoll) auf nicht-infizierten BHK (West-Nil 
Flavivirus) bzw. MDBK (BVDV) Zellen festgestellt. Aufgrund des zytopathischen 
- Charakters beider Viren lieB sich der Titer durch die Formation von Plaques im 
Zellrasen mikroskopisch oder uber Immunfarbeverfahren eines der viralen Proteine 
35 (Standardprotpkolle) ermitteln. Zur Bestimmung der im Zellkulturuberstand insgesamt 




enthaltenen relativen Anzahl an Virusgenomen, wurde ein definiertes Volumen.des 
Zellkultur-Uberstandes auf eine Endkonzentration von 0.5% (m/v) SDS (Sodium 
Dpdecylsulfat), 150mM NaCI und SOmM Tris/CI pH 7.5 gebracht und die enthaltenen 
Proteine durch Zugabe von 20ug/ml des Enzyms Proteinase K (PK) hydrolysiert. Die 
verbliebenen Nukleinsauren wurden durch eine Phenol- und eine nachfolgende 
Chloroform-Extraktion gereinigt und durch Ethanol prazipitiert (Standard-Protokolle). 
Die in dem Zell-Uberstand enthaltene virale RNA wurde durch, ein von Behrens er a/. 
(1998) und Grassmann er a/. (1999) entwickeltes speziell.es RNase 
Protektionsverfahren quantifiziert. Das generelle Prinzip dieser Detektionsmethode 
beruht auf dem Einsatz kurzer durch Transkription in vitro (Standardprotokoll) 
hergestellter [ 32 P]-markierter RNA Molekule („Probes w ), die eine zu den viralen RNA 
Molekulen komplementare („anti-sense") Orientierung aufweisen. Nach Hybridisierung 

ker Proben an die virale RNA werden durch Umsetzung mit den einzelstrang- 
pezifischen Ribonukleasen A und Tl nicht gepaarte Bereiche der RNA verdaut und die 
Anzahl der doppelstrangigen („RNase-protegierten") viralen RNA Molekule uber die 
Messung der gleichfalls protegierten, markierten Probe-Molekule quantifiziert 
(Grassmann er a/.; 1999). Durch Bildung des Verhaltnisses der insgesamt in. einem 
bestimmten Volumen Zelluberstand enthaltenen Virusgeno'me und der durch Titration 
ermittelten Anzahl der infektiosen Nachkommenviren wurde die spezifische 
Infektiositat der neu assemblierten Nachkommenviren ermittelt. In Fig. 2 ist gezeigt, 
dass eine Vorbehandlung der Wirtszellen. mit verschiedenenen PI einen 
verhaltnismaBig geringen Effekt auf eine nachfolgende Virusinfektion hat: Sowohl der 
Titer, als auch die spezifische Infektiositat von Nachkommenviren sind bei einer 
|F!avivirus und Pestivirus-Infektion, die pachfolgend auf eine Behandlung der 
^ntsprechenden Wirtszellen mit Proteasom-Inhibitoren durchgefuhrt wurde, im 
Vergleich zu einer Kontroile mit Mock-behandelten Zellen geringfugig oder nicht 
verandert. 

In einem weiteren Kontrollexperiment wurde uberpriift, ob eine direkte Behandlung 
von F/awV/r/c/ae-Viruspartikeln mit Proteasom-Inhibitoren einen Einfluss auf die 
Infektiositat der Viren hat. Dazu wurden Kulturmedium-Uberstande infizierter Zellen, 
die eine definierte Anzahl' an West-Nil Flavivirus bzw. BVDV Viruspartikeln enthielten 
(diese wurde zuvor durch Virustitration ermittelt), mit verschiedenen PI 
(Konzentration wie in den oben beschriebenen Experimenten lOnM) versetzt und fur 
24 Stunden bei 37°C inkubiert. Es Wurde festgestellt (Fig. 3)', dass durch die 
Behandlung des Virusuberstandes mit Proteasom-Inhibitoren die Anzahl an infektiosen 
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Einheiten im Vergleich zu einer unbehanclelten Kontrolle nicht wesentlich reduziert 
wurde. 

Damit kann folgendes festgestellt werden. 1. Die Behandlung von Viruspartikeln 
verschiedener Vertreter der Flaviviridae mit Proteasomen-Inhibitoren hat keinen oder 
5 nur einen geringen Einfluss auf die Infektiositat dieser Virus-Partikel. 2. Die 
Vorbehandlung der Zellen fur maximal 8 Stunden mit Proteasomen-Inhibitoren hat 
keinen Einfluss auf eine sich der Behandlung anschlieBende Infektion der Zellen .durch 
Flaviviridae) d.h. die fur die Virusinfektion wichtigen zellularen Struktur^n an der 
Zellmembran werden durch die Proteasom-Inhibitoren nicht oder kaum. beeinflusst. 

Um den Einfluss von Proteasomen-rlnhibitoren auf die sich dem . unmittelbaren 
^ Infektionsvorgang anschlieBenden Ereignisse einer F/awV/r/c/ae-Infektion wie Virus- 
intry/Internalisierung, Uncoating, RNA-Replikation' sowie Assembly und Sekretion 
fowie Infektiositat von Nachkommenviren (siehe Einleitung) zu untersuchen, wurden. 
15 BHK und MDBK Zeilen mit dem West-Nil Flavivirus.bzw. mit dem BVDV in einer Reihe 
' von Parallel-Ansatzen in der oben genahnten Weise infiziert.. Nach dem Waschen der 
ihfizierten Zellen mjt PBS wurden diese in frischem Medium aufgenommen, das mit 
lOnM verschiedener PI versetzt wurde. Nach 12 (West-Nil Flavivirus) bzw. 30 Stunden 
Inkubationszeit bei 37°C wurde der Kulturuberstand in der besphriebenen Weise 
20 gewonnen. Die Zellen wurden im Anschluss an den genannten Infektionszeitraum mit 
einem Rubber-Policeman von der Kulturplatte abgekratzt, in PBS gewaschen und fur 
die weitere Verwendung auf Eis gehalten oder eingefroren. Die AnzahJ neu 
assemblierter Nachkommenviren bzw. deren spezifische Infektositat wurde Giber 
Mrustitration und das genannte RNase Protektionsverfahren aus dem Kulturuberstand 
^rmittelt. Zur Messung der intrazellularen Replikation wurde die virale RNA aus den 
infizierten Zellen gewonnen. Dazu wurden die Zellen in einem Lysepuffer (50mM 
Tris/CI pH 8, 100 mM NaCI, 5 mM MgCI 2/ 0.5% v/v IMP40) fur 10 Minuten auf Eis 
aufgeschlossen, die Zellkerne uber eine Zentrifugation bei lOOOg abgetrennt und die 
virale RNA aus dem Zytoplasma durch PK-Verdau, Phenol- und Chloroformextraktion 
30 sowie Ethanol-Prazipitation gewonnen. Die Anzahl der in den Zellen enthaltenen 
viralen RNA-Replikationsprodukte (Minus-Strang RNA Intermediat und neu 
synthetisierte Plus-Strang RNA) wurde durch RNase Protektion quantifiziert. Um die 
bei verschiedenen Infektionsexperimenten auftretende Variation der Zellzahl 
auszugleichen, wurde folgendermaBen verfahren: Durch Messung der optischen Dichte 
35 (OD 2 eo; Standard-Protokoll) wurde die Gesamtmenge der extrahierten 




zytoplasmatischen RNA bestimmt (in fruheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass 
auch bei effizient replizierenden Viren nur ein Bruchteil der Gesamt-Zytoplasma RNA 
virale RNA 1st) und eihe definierte Quantitat dieser RNA in den RNase- 
Protektionsexperimenten eingesetzt. In Fig. 4 ist gezeigt, dass sowohl die RNA- 
Replikationsrate, als auch die Ahzahl an freigesetzten Nachkommenviren infolge der 
Behandlung der Zellen mit PI nach der Infektion signifikant herabgesetzt war. Dabei 
konnten allerdings deutliche Unterschiede zwischen den PI beobachtet werde: So war 
der Effekt von Lactacystin gering, wahrend eine Behandlung mit Epoxomycin oder 
einem Proteasomeninhibitor Pi maximale Wirkung zeigte, d.h. eine Reduktion der 
RNA-Replikationsrate um ca. einen Faktor von 5-10 und Reduktion der An.zahl 
freigesetzter Nachkommenviren um mehrere Log-Stufen. Es konnte auch eine 
deutliche Reduktion der spezifischen Infektiositat, d.h. des Verhaltnisses der Anzahl 

Ier im Uberstand detektierbaren RNA Genome zu der Anzahl der im Titrationstest 
rmittelten infektosen Einheiten (um etwa einen Faktor 50-100) ermittelt werden. 

Um zu testen, ob die festzustellende geringere Infektiositat der Nachkommenviren 
durch eine verminderte Adhasionsfahigkeit der Viruspartikel an die Zielzelle bedingt 
jst, wurde folgendes Experiment durchgefCihrt: BHK und MDBK Zellen wurden in 
parallelen Ansatzen mit West-Nil Flavivirus- bzw.' BVDV haltigen Uberstanden versetzt, 
die aus Pl-behandelten bzw. nicht-behandelten Infektionsexperimenten gewonnen 
worden waren. Wichtig war in diesem Zusammenhang, dass eine jeweils identische 
MOI bei der Infektion eingesetzt wurde. Nach einer Inkubationsphase bei 4°C fur eine 
Stuhde, wurde ein Teil der Zellen fur eine Stunde auf 37°C gebracht, der apdere Teil 
kler Zellen wurde sofort weiter aufgearbeitet. Die Zellen wurden durch Abkratzen von 
'der Platte gewonnen, und aus den jeweiligen Ansatzen wurde anschlieBend die 
Gesamt-RNA durch PK-Verdau und Phenol und Chloroform-Extraktion gewonnen. Das 
Verhaltnis der bei 4°C an die Zellen adharierten und bei 37°C verbliebenen/ 
internalisierten viralen RNArGenome wurde anschlieBend uber eine RNase Protektion 
quantifiziert. Dabei wurde deutlich, dass die Viruspartikel, die als Nachkommenviren 
aus Proteasom-Inhibitor behandelten Zellen sekretiert wurden, erheblich weniger 
infektios sind als Viren, die aus unbehandelten Zellen gewonnen wurden (Fig. 5). . 

Konsequenterweise lieB sich in Zellkulturen von mit Flavi-, und Pestiviren infizierten 
Zelllinien in Gegenwart von Proteasomen-Inhibitoren eine deutliche Verminderung der 
Infektionsausbreitung feststellen. Letztere Tatsache lieB sich durch 
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Immunfluoreszenztests besonders eindrucksvoll belegen: Wahrend bei einer Infektion 
unter Mock-Behandlung typische Plaqueformationen der infizierten Zellen unter dem 
Mikroskop ausgemacht werden - dies ist eine Folge der horizontalen Ausbreitung der 
Virusinfektion - war dies unter PI-Behandlung nicht der Fall (Fig. 6). 




Zusammengefasst verdeutlichen diese Experimente, dass die Behandlung infizierter 
Zellen mit Proteasom-Inhibitoren zu einer Blockierung/Reduktion der Replikationsrate 
der viralen RNA in infizierten Zellen, zu einer Bjockierung/Reduktion der Freisetzung 
yon neuen Viribnen und zu einer Blockierung/Reduktion der Infektiositat von 
10 freigesetzten Nachkommenviren fuhren. Als Konsequenz wird die 
Infektionsausbreitung der Viren vermindert. Die Beobachtung, dass Proteasom- 
'inhibitoren den Lebenszyklus sowohl von Flaviviren als auch Pestiviren maBgeblich 
ihibieren, erlaubt den Ruckschluss, dass diese Mittel in ahnlicher Weise auch auf die 
iifektion und auf die Infektionsausbreitung anderer Mitglieder der F/awV/r/dae-Familie 
is wie Hepatitis-C- Viren und GB-Viren wirken, fur die bisher keine infektiosen 
Zellkultursysteme etabliert werden konnten. 

Beispiel 3: 

Proteasomen-Inhibitoren haben nur aerinae Eff ek te auf di e intrazellu iare Replikation 
20 von BVDV und HCV RNA. 

Zur eingehenderen Untersuchung des Effektes von Proteasom-Inhibitoren auf die 
intrazellulare Replikation des viralen RNA-Genoms wurde auf Zelllinien 
uruckgegriffen, die ein persistentes BVDV RNA Replikon oder ein persistentes HCV 
MA Replikon enthalten (Fig. 7). Fur die Herstellung dieser Zelllinien (MDBK fur BVDV, 
Huh-7 fur HCV) wurden bizistronische RNA-Replikonkonstrukte verwendet, die neben 
dem fur die viralen Proteine kodierenden ORF noch ein weiteres Gen enthalten, das fur 
einen Selektionsmarker kodiert, also zum Beispiel das Gen fur Hygromycin-B- 
Phosphotransferase. Hygromycin-B-Phosphotransferase inaktiviert das Antibiotikum 
30 Hygromycin B, einen Inhibitor der zellularen Translation. In den bizistronischen 
Konstrukten wird das heterologe Gen iiber die IRES der viralen 5'-UTR translatiert; die 
Expression der viralen Gene erfolgt uber eine zusatzlich eingefugte IRES-Sequenz des 
Enzephalomyocarditis Virus (EMCV). Im Fa lie von BVDV wurde fur die Herstellung 
einer persistent transfizierten MDBK Zelllinie naturgemaB ein nichtzytopathisches 
35 (nzp), NS2-3 kodierendes Replikon verwendet (siehe Einleitung und Fig. 7). Im Falle 
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von HCV wurde eine NS3^xprimierende RNA zur Herstellung persistent transfizierter 
Huh-7 Zelliinien verwehdet; diese induziert keinen ZPE (Lohmann et at., 1999). Nach 
Transfektion der durch /n vitro Transkription gewonnenen RNAs (Standardprotokolle), 
wurden die Zellen unter selektibnierenden Bedingungen, das heiBt in der Gegenwart 
5 von 500 |jg/ml Hygromycin, uber mehrere Wochen gezuchtet. Da unter diesen 
Bedingungen nur Zellen uberieben, die eine effiziente Hygromycin-Resistenz 
aufweisen, wurden so homogene Zelliinien selektioniert, die das entsprechende „Hyg- 
bicr BVDV oder „Hyg-bicP HCV Replikon persistent enthalten. Der Vorteil dieses 
Replikon-Zellsystems besteht vor allem darin, dass Effekte auf die RNA-Replikation 
10 unabhaiigig von Virus-Entry/Internalisierung, Uncoating bzw. der Assemblierung und 
Sekretion von Nachkommenviren untersucht werden konnen. Die Hyg-bici BVDV oder 
Hyg-bici HCV Replikon Zelliinien wurden fur 24 bis 30 Stunden mit verschiedenen PI 
tehandelt (siehe unten). Die Auswirkungen der Proteasomrlnhibitoren auf die 
itrazelluiare Replikation der viralen RNAs wurde wiederum durch Messung der 
is Replikationsprodukte der viralen RNAs durch quantitative RNAse Protektion bestimmt. 
Alternativ wurde der Effekt der Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren. auf die virale 
RNA-Replikation wie in Beispiel 2 beschrieben uber Immunofluoreszenz-Tests oder 
durch Immunoblot-Verfahren (Standardprotokolle) verfolgt. Es wurde festgestelit, 
dass verschiedene PI keinen oder einen nur geringen Einfliiss auf die intrazellulare 
20 RNA-Replikation von BVDV und HCV RNA habea: In Fig. 7 ist gezeigt, dass die 
Replikationsrate der Hyg-bici BVDV oder Hyg-bici HCV Replikon RNAs bei Behandlung 
mit Proteasom-Inhibitoren nur geringfugig (d.h. um max 10%) sinkt. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Inhibition des zellularen Proteasoms keinen oder 
lur einen sehr geringen Einfluss auf die Translation der viralen RNA, auf die 
'rozessierung des viralen Nicht-Struktur Polyproteins und auf die Katalyse der beiden 
Replikationsschritte der viralen RNA hat. Aufgrund der Diskrepanz zu den Ergebnissen 
mit infizierten Zellen - wie in Beispiel 2 beschrieben, lieB sich in diesen Fallen ein 
klarer Effektvon PI auf die RNA-Replikation feststellen - konnte geschlossen werden, 
dass Proteasom-Inhibitoren offenbar Vorgange wie Virus-Entry/Internalisierung 
30 und/oder Uncoating inhibieren, die der RNA-Replikation vorangehen. 

Beispiel 4: 

Die Behandlung von F/aWwr/ofce-infizierten Zellen mit Proteasom-Inhibitoren fuhrt zu 
Unterschieden in der Anzahl der in infizierten Zellen detektierbaren Viruspartikel. zu 




Veranderunaen des Verhaltnisses komple tter zu nicht-kompletter Virionen sowie zu 
Veranderunaen in der Morpholoaie sekreti erter Nachkommenviren. 



In den vorangegangenen Experimenten (Beispiel 2) wurde festgestellt, dass eine 
Inhibition, der zellularen Proteasom-Aktivitat die Freisetzuhg von infektosen 
Nachkommenviren drastisch . reduziert. Die gleichzeitige Feststellung, dass 
Proteasomen-Inhibitoren weder direkt auf die Viruspartikel noch auf die Zellmembran 
wirken (Beispiel 1) und auch die RNA-Replikation nicht beeinflussen (Beispiel 3), 
fiihrte zu der Hypothese, dass entweder der Entry/Internaliserungsvorgang bzw. das 
Uncoating Oder aber die Assemblierung und die Sekretion von Nachkommenviren von 
der Inhibition des zellularen Proteasoms betroffen sein musseh. Zur Prufung dieser 
Hypothese wurden MDBK Zellen mit BVDV infiziert und in Gegenwart oder 
kbwesenheit von lOnM Proteasom-Inhibitor in speziellen Kapillaren mit einem 
Curchmesser von 200>m fur weitere 30 Stunden geziichtet. AnschlieBend wurden die 
Zellen chemisch fixiert und fur TEM prozessiert. Analog wurde mit Virusuberstanden 
von mit Proteasom-Inhibitor behandelten infizierten Monolayerkulturen bzw. Mock- 
behandelten Kontrollen verfahren: Die entsprechenden Virus-haltigen Zellkultur- 
Uberstande wurdeh in die Kapillaren transferiert, verschlossen, chemisch fixjert und 
fur TEM prapariert. Bei der elektronenmikroskopischen Analyse wurde deutlich, dass 
sich in infizierten Zellen nach einer Behandlung mit PI eine signifikant. geringere 
Anzahl an Viruspartikeln in zellularen Vesikeln signifikant geringere Anzahl an 
Viruspartikein in zellularen Vesikeln im Vergleich zur Mock-Kontrolle detektieren lasst 
(Fig. 8). Zudem war in Pl-behandelten Zellen das Verhaltnis von komplett 
tessemblierten zu nicht-komplett assemblierten Virionen stark zuungunsten der 
'omplett assemblierten Viruspartikel verschoben. Beim Vergleich der aus PI und 
Mock-behandelteh Zellen gewonnenen virus-haltigen Uberstande wurde deutlith, dass 
die Morphologie der unter PI Behandlung sekretierten Viren im Vergleich zu Wild-Typ 
Viren deutlich verandert ist (Fig. 8). Diese Befunde stutzen die Vorstellung, dass der 
inhibierende Effekt von Proteasomen-Inhibitoren auf eine Infektion mit Flaviviridae 
den Assemblierungs und/oder den Sekretionsprozess der Nachkommenviren betrifft. 

Beispiel 5: 

Proteasom-Inhibitoren haben einen Effekt auf die Prozessieruna u nd die Modifikation 
der Strukturproteine von BVDV und HCV 
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Die oben angefuhrten Beispiele, insbesondere aber der Befund, dass Viruspartikel, die 
nach. PI Behandlung aus infizierten Zellen freigesetzt werden, eine veranderte 
Morphologie aufweisen, deuteten darauf, dass einer der Effekte der Proteasom- 
Inhibitoren in der Veranderung der Maturierung der viralen Strukturproteine bestehen 
5 konnte. Diese Hypothese wurde durch verschiedene experimentelle Ansatze gepruft. 
,1. MDBK Zellen wurden in der.beschriebenen Weise rnit BVDV infiziert. Ein Teil der 
Zellen wurde nach der Infektion mit verschiedenen PI behandelt; ein Anteil verblieb 
unbehandelt. 30 Stunden nach der Infektion wurde das Kulturmedium entfernt und die 
Zellen fur 90 Minuten in Medium ohne Cystein und Methionin inkubiert. Die Zellen 
10 wurden anschlieBend fur etwa 1 StOnde mit 100 pCi [ 35 S] Protein-Markierungs- 
Mischung („Pro-Mix u ; Amersham) markiert. Nach dem. Waschen mit PBS wurden die 
Zellen In Lysepuffer 10 mM Tris/CI pH ( 7.8; 150 m.M NaCI, 1 mMEDTA; 1% NP40; 

•MOO \jM PefablocSC (Merck, Darmstadt) - lysiert und die viralen Strukturproteine 
Core, E ms / El und E2) uber spezifische gegen die jeweiligen Proteinen gerichtete 
is Antiseren oder monoklonale Antikorper und Protein A oder Protein G Sepharose 
(Pharmacia) immunoprazipitiert (Standardprotokoll). Die Proteine wurden 
anschlieBend von den Antikorpern/Sepharosebeads durch Erhitzen auf 95°C in Puffer 
V (50mM Na-phosphat-Puffer pH 7.5, 0.5% w/v SDS und 1% v/v 2-Mercaptoethanol) 
freigesetzt. Zum Auflosen der intra- und intermolekularen Disulfidbindungen wurde 
20 Puffer V mit lOOmM DTT (Dithiothreitol; Sigma-Aldrich) als Reduktanz versetzt. Zur 
Deglykosilierung wurden die Proteinfraktionen mit Peptid N-Glykosidase (PNGase F; 
New England Biolabs) umgesetzt (Standardprotokoll). Die markierten Proteine wurden 
entweder unbehandelt, oder zu Vergleichszwecken in deglykosidiertem oder 

•eduziertem Zustand auf einem SDS PAGE aufgetrennt und uber Autoradiographie 
malysiert. 

2. Die Kinetik der Prozessierung der BVDV und HCV Strukturproteine wurde in der 
folgenden Weise untersucht. Die Strukturprotein-kodierenden Bereiche von BVDV 
(N pro -C-E ms -El-E2-p7) und HCV (C-El-E2-p7) wurden in Plasmide unter die Kontrolle 
eines T7-Promoters (Bluescript; Stratagene) kloniert. Nach Transfektion der 

30 rekombinanten Plasmide (Standardprotokolle) wurden die Proteine uber ein 
■ Zeitintervall von 12 Stunden mit dem T7 Vacchiniavirus-System (Fuerst et al. 1986) in 
MDBK Zellen und Huh-7 Zellen exprimiert. Die Expression der viralen Strukturproteine 
wurde dabei unter PI oder Mock-Behandlung der Zellen durchgefuhrt. AnschlieBend 
wurden die Zellen mit [ 35 S] Protein-Markierungs-Mischung („Pro-Mix u ; Amersham) fur 

35 30 Minuten markiert und nachfolgend, zu unterschiedlichen Zeitpunkten (15, 30. und 
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90 Minuten), ein Uberschuss an nicht-markiertem Methionin und Cystein zugesetzt 
(„Pulse-Chase"). Die Strukturproteine wurden uber entsprechende Antikorper 
immunoprazipitiert und die Kinetik der Prozessierung, Dimerisierung und Modifikation 
der BVDV und HCV Strukturproteine in der oben besqhriebenen Weise uber SDS-PAGE 
5 analysiert (siehe auch Rumenapf er a/., 1993; Dubuisson era/., 1994). 

3. In eiriem weiteren Ansatz wurde die Expression, Prozessierung und Modifikation der 
BVDV und HCV Strukturproteine sowie die Dimerisierung der BVDV und HCV 
Envelope-Proteine in zell-freien in vitro Translationsexperimenten untersucht. Dazu . 
wurden die oben erwahnten Plasmide, die die Strukturprotein-kodierenden Bereiche 
10 von BVDV und HCV unter der Kontrolle des T7-Promoters enthielten, in vitro 
transkribiert und die resultierenden RNA-Transkripte in vitro translatiert. Das Protokoll 
der in vitro Translation war dabei an das von Merola et al. (2001) publizierte Protokoll 
ngelehnt, das heiSt die in vitro Translationen wurden mit kommerziellen 
.etikulozytenlysaten (Promega) durchgefuhrt, die . mit . caninen microsomalen 
15 Membranen (Promega) und, wahlweise, zur Forderung der Dimerisierung der 
Envelope-Proteine mit oxidierendem Glutathion (GSSG; Sigma-Aldrich) versetzt 
wurden. Alternativ zu Retikulozytenlysaten wurden komplette S10 Extrakte von BHK 
oder Huh-7 Zellen eingesetzt, die au& selbst gezuchteten Zellen hergestellt und mit 
angereicherten Fraktionen an Translationsinitiations-FaktOren (genaues Protokoll siehe 
20 Barton and Flahegan, 1993), caninen Membranen und (wahlweise) GSSG versetzt 
wurden. 

Zusammenfassend konnte in alien drei Ansatzen festgestellt werden, dass in 
Gegenwart von Proteasom-Inhibitoren signifikante Veranderungen in der post- 
ranslationalen Modifikation der BVDV und HCV Strukturproteine, der Prozessierung 
les Strukturprotein-Polyproteihs und der Dimerisierungsfahigkeit der Envelope- 
Proteine auftreten. Diese Veranderungen konnten.kausal die Effekte von Proteasom- 
Inhibitoren auf den viralen Lebenszyklus erklaren, wie er in den oben beschriebenen 
Beispielen mit verschiedenen Mitgliedem der F/awV/r/c/ae-Familie beobachtet werden 
konnte. 
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Figurlegenden 

Fig. 1: Toxizitat von verschiedenen Substanzklassen von Proteasom-Inhibitoren 
5 (PI) auf primare Hepatozyten von Tupaia belangeri, Huh-7 Hepatomazellen, 
MDBK Zellen und BHK-21 Zellen. 

Die Zellen wurden unter den im Text (Ausfuhrungsbeispiel 1) beschriebenen 
Bedingungen kultiviert. Dem Medium wurden die entsprechend angegebenen. 
Konzentrationeii von Epoxomycin, Lactacystin bzw. dem Proteasom-Inhibitor Pi 
io zugesetzt,,und die Zellen wurden anschlieBend fur 30 Stunden weiter kultiviert. 
Die Vitalitat der Zellen wurde durch regelmaBige Beobachtung der Morphologie, 
Trypan-Blau Exklusion und Fluoreszenzvitalfarbung festgestellt. 

• a) Liqhtmikroskopische Aufnahmen (100-fache VergroBerung) vori primaren 
Tupaia belangeri Hepatozyten nach Mock-Behandlung, Behandlung mit 
15 Epoxomycin (E), ~ Lactacystin (L), ~ Proteasom-Inhibitor Pi. Verwendet 

wurde jeweils die Konzentration des PI, die noch optimale Vitalitat 
garantiert. 

b) Lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache VergroBerung) von Huh-7 
Zellen nach Mock-Beha/idlung, Behandlung mit Epoxomycin (E), ~ 

20 Lactacystin (L)/ ~ Proteasom-Inhibitor Pi. Verwendet wurde jeweils die 

Konzentration des PI, die noch optimale Vitalitat garantiert. 

i 

c) Lichtmikroskopische Aufnahme.n (100-fache VergroBerung) von MDBK 
Zellen nach Mock-Behandlung, Behandlung mit Epoxomycin (E); ~ 

• Lactacystin (L), ~ Proteasom-Inhibitor Pi! Verwendet wurde jeweils die 
Konzentration des PI, die noch optimale Vitalitat garantiert. 

d) Lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache VergroBerung) von BHK-21 
Zellen nach Mock-Behandjung, Behandlung mit Epoxomycin (E), ~ 
Lactacystin (L), ~ Proteasom-Inhibitor Pi. Verwendet wurde jeweils die 
Konzentration des PI, die noch optimale Vitalitat garantiert. 

Fig. 2: Effekt von PI auf eine Fla wV/r/dae-Infektion, Teil 1: Effekt einer- 
Vorbehandlung von Zellen mit PI auf . eine anschlieBende Infektion mit 
Flaviviridae. 

BHK-21 bzw. MDBK Zellen wurden. fur 20 Stunden bei einer Konzentration von 
lOnM Epoxomycin (E), Lactacystin (L) bzw. dem Proteasom-Inhibitor Pi im 
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Kulturmedium kultiviert. Nach Waschen der Zellen mit PBS wurden diese mit West- 
Nil-Virus (BHK-21 Zellen) bzw. BVDV CP7 (MDBK-Zellen) bei einer MOI von 1-5 
infiziert. 12 bzw. 30 Stunden nach der Infektion wurde der Titer und die speziflsche 
Infektiositat der im Zellkultur-Uberstand befindlichen Nachkommenviren (Protokolle 
siehe Anwendungsbeispiel 2) ermittelt. 

Angegeben 1st der Titer infektioser- West-Nil Virus und BVDV Nachkommenviren, 
die nach Infektion von Pl-vorbehandelten im Vergleich zu Mdck-vorbehandelten 
MDBK bzw. BHK-Zellen freigesetzt wurden (Angaben als Verhaltnis PI- 
vorbehandelt/Mock-vqrbehandeit in %; Mock-vorbehandelt = 100%). 
Angegeben ist weiterhin die spezifische Infektiositat der Nachkommenviren 
(Angaben wiederum als Verhaltnis PI-vorbehandelt/Mock-vorbehandelt in %; 
Mock-vorbehandelt = 100%). Die Darstellung entspricht Mittelwerten aus drei 
unabhangigen Experimenten (Standardabweichung ca.. 10%.).. 

Fig- 3: Effekt von PI duf eine F/awV/nc/ae-Infektion, Teil 2: Konsequenzen einer 
Vorbehandlung ' von West-Nil-Viren und BVDV CP7 Viren mit PI auf deren 
Infektiositat. ■ 

West-Nil-Virus haltige bzw. BVDV haltige Kulturuberstande wurden von. 
infizierten Zellen gewonnen und der Virustiter bestimmt (Protokolle siehe 
Anwendungsbeispiel 2). lmi der Oberstande wurden je auf eine Konzentration 
von 10 nM verschiedener PI (Epoxomycin, Lactacystin, Pi) eingestellt. Die mit PI- 
versetzten Oberstande und eine entsprechende Mock-Kontrollen wurden fur 30 
Stunden bei 37° (Zellkulturbedingungen) inkubiert und anschlieBend zur 
Infektion von BHK-Zellen (West-Nil-Virus) und MDBK-Zellen (BVDV) eingesetzt. 
Der Titer und die spezifische Infektositat der resultierenden Nachkommenviren 
wurde mit den unter Anwendungsbeispiel 2 beschriebenen Protokollen ermittelt. 
Angegeben ist der Titer infektioser BVDV und West-Nil Virus Nachkommenviren, 
freigesetzt aus MDBK bzw. BHK-Zellen, die zuvor entweder mit Pl-behandelten 
oder Mock-behandelten Virus-Uberstanden infiziert wurden (Angaben als 
Verhaltnis PI-vorbehandelt/Mock-vorbehandelt in %; Mock-vorbehandelt == 
100%). Angegeben ist ' weiterhin die spezifische Infektiositat der 
Nachkommenviren (Angaben wiederum als Verhaltnis PI-vorbehandelt/Mock- 
vorbehandelt in %; Mock-vorbehandelt = 100%). Die Darstellung entspricht 
Mittelwerten aus drei unabhangigen Experimenten (Standardabweichung ca. 
10%). v . 



Fig. 4. Effekt von PI auf eine F/awV/ndae-Infektion, Teil 3: Effekt einer PI- 
Behandlung auf bereits infizierte Zellen. 

BHK-21 und MDBK Zellen wurden mit BVDV bzw. West-NII-Vlrus infiziert 
(Protokolle siehe Anwendungsbeispiel 2) und das ' Kulturmedium dlrekt im 
Anschlu6 an die Infektion auf lOnM verschiedener PI (Epoxomycin (E), 
Lactacystin (L), Pi) eingestellt. Nach Einstellung eines ZPE, i.d.R. 12Stunden 
(West-NH-Virus) bzw. 30 Stunden (BVDV) nach der Infektion, wurde der Titer 
und die spezifische Infektiositat der freigesetzten Nachkommenviren ermittelt. 
Daruber hinaus wurde die Replikationsrate der viralen RNAs in den infizierten 
Zellen bestimrht (Protokolle erlautert in Anwendungsbeispiel 2). 

a) Titer infektioser West-Nil "und BVDV Nachkommenviren, freigesetzt aus 
BHK bzw. MDBK -Zellen, die nach der Infektion mit der angegebenen 
Konzentration und fur die angegebenen Zeiteh mit . verschiedenen 
Proteasom-Inhibitoren (siehe Fig. 2 und 3) behandelt wurden, Angegeben 
sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Virus-titrationen mit jeweils 
unabhangigen Mock-Kontrolleh (Standardabweichung ca. 20%). 

b) Spezifische Infektiositat der Nachkommenviren im Verhaltnis zu den mock- 
behandelten Kontrollen angegeben als Verhaltnis PI-behandelt/Mock- 
behandelt in % (Mock-behandelt = 100%). Angegeben sind die Mittelwerte 
aus drei unabhangigen Experimenten (Standardabweichung ca. 20%). 

c) Replikationsrate der Viren, ermittelt uber RNase Protektion der neu 
synthetisierten Positiv-Strang RNA (Grassmann et al., 1999) angegeben 
als Verhaltnis PI-behandelt/Mock-behandelt in % (Mock-behandelt = 
100%). Angegeben sind die. Mittelwerte aus drei unabhangigen 
Experimenten (Standardabweichung ca. 10%). « 

Fig. 5. Effekte einer PI-Behandlung HavMridae-innzierter Zellen auf die 

Adhasionskapazitat/Internalisierungsfahigkeit von Nachkommenviren an 
Targetzellen. 

MDBK Zellen und BHK Zellen wurden entsprechend den unter 
Anwendungsbeispiel 2 ausgefuhrten Protokollen mit BVDV CP7 bzw. West-Nil- 
Virus infiziert und die Zellen anschlieBend mit dem Proteasom-Inhibitor Pi 
behandelt. Nach der Infektionsphase wurde der Viru.suberstand der Zellen 
abgenommen. und der Virustiter bestimmt (Protokolle, siehe Text). Der 



Adhasions/Internalisierungstest . wurde. entsprechend dem unter 
Anwendungsbeispiel 2 beschriebenen Protokoll durchgefuhrt; die 
Adhasionskapazitat/Internalisierurigsfahigkeit der unter PI bzw. Mock- 
Behandlung freigesetzten Nachkommenviren wurde uber das Verhaltpis der bei 
ARC an die Target- Zelleri adharierten und bei 37°C noch verbliebenen 
Virusgenome ermittelt (siehe Anwendungsbeispiel 2). 

Fig. 6. Effekt einer PI-Behandlung F/awV/'r/tfae-infizierter Zellen auf die 
Ausbreitung der Infektion in Zellkultur. 

MDBK Zellen wurden entsprechend den im Detail in Ausftihrungsbeispiel 2 
erlauterten;Protokollen mit BVDV CP7 infiziert und mit dem Proteasom-Inhibitor ( 
Pi behandelt. 30 Stun den nach der Infektion wurden die Proteasom-Inhibitor- 
behandelten Zellen und, zum Vergleich, unbehandelte und sonst unter 
identischen Bedingungen infizierte Zellen einem Immunfluoreszenztest mit anti 
BVDV NS3 Antikorper unterzogen (Behrens et al, 1998). Gezeigt sind die durch 
Immunfluoreszenz des viralen NS3 Proteins sichtbar gemachten Zellen (100-fach 
mikroskopisch vergroBert) in a) Abwesenheit des Proteasom-Inhibitors urid b) 
nach Behandlung mit lOnM Proteasom r Inhibitor Pi. 

• * * i 

Fig. 7. Effekt einer PI-Behandlung auf die Replikationsfahigkeit von BVDV und HCV 
Repiikon RNA 

a) Organisation bizistronischer BVDV und HCV RNA Replikons im Vergleich 
zur Organisation des BVDV und HCV Gesamtgenoms. Waagerechte Linien 
kennzeichnen die . nicht-translatierten Regionen (UTRs); Boxen 
symbolisieren die translatierten Bereiche der viralen RNAs. Die Art der 
proteolytischen Aktivitat, die an den gekennzeichneten Stellen des 
Polyproteins zur Spaltung fuhrt, ist durch ein entsprechendes Symbol 
unter der Spaltstelle angegeben. ,,Het. Gen" symbolisiert das in den bi- 
zistronischen RNAs exprimierte zusatzliche Gen (z.B. Hygromycin-B-; 
Phosphatransferase). Aus Grunden der Prozessierung des N-Terminus von 
NS2-3 enthalt das nzp BVDV Repiikon noch einen Teil des p7-kodierenden 
Bereiches. Ein Teilbereich des N pr °-Gens (N-terminale Autoprotease von 
BVDV) und ein Teilbereich des Capsid-Gens (bei HCV) dient der besseren 
Effizienz der IRES-mediierten Translation des Polyproteins Zur 
Generierung des authetischen N-Terminus der Proteine wurde z.T.- ein 



Ubiquitingen („Ubi") eingefijgt: Auf diese Weise erfolgt die proteolytische 
Prozessierung des Polyproteins an dieser Stelle uber die zellulare Ubiquitin 
carboxy-terminale Hydrolase (Behrens et al., 1998; fur Review, siehe 
Lindenbach and Rice, 2001; weitere Erlauterungen im Text), 
b) Homogene MDBK bzw. Huh-7 Zelllinien, die das BVDV bzw. HCV Replikon 
persistent enthielten, wurden uber mindestens 30 Stunden mit den 
verschiedenen Proteasom-Inhibitoren Epoxmycin (E), Lactacystin (L) und 
dem Proteasom-Iphibitor Pi behandelt. Im AnschluB daran wurden die 
Zellen von der Kulturplatte gelost und die zytoplasmatische RNA uber die 
in den Anwendungsbeispielen 2 und 3 beschriebenen Verfahren extrahiert. 
Der Nachweis und die Quantifizierung neu synthetisierter viraler Positiv- 
. Strang RNA erfolgte durch RNase-Protektion. In der Abbildung wird die 
. Quantitat der aus Pl-benandelten Zellen extrahierten viralen RNA mit der 
aus Mock-behandeltfen Zellen extrahierten viralen . RNA verglichen: 
Angegeben ist das Verhaltnis der aus Pl-behandelten Zellen gewonnenen 
Quantitat an viraler RNA zu der aus Mock-behandelten Zellen gewonnenen 
Quantitat an viraler RNA in % (Mock-behandelte. RNA = 100%). 
Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten 
(Standardabweichung ca. 10%). Immunpfluoreszenztests ergaben 
. •. konforme Ergebnisse (nicht gezeigt). 

Fig. 8. Elektronenmikroskopische Studien Pl-behandelter und Mock-behandelter 
MDBK Zellen nach Infektion mit BVDV 

MDBK Zellen wurden entsprechend dem unter Anwendungsbeispiel 4 erlauterten 
Protokoll mit BVDV CP7 infiziert und elektronenmikroskopisch analysiert. 

a) Statistik von EM-Abbildungen zu'r Ermittlung' der Anzahl der an 
intrazel'lulare Vesikel assoziierenden Viruspartikel in Pl-behandelten im 
Vergleich zu unbehandelten BVDV-infizierten MDBK Zellen. Die Statistik 
indiziert eine deutlich geringere Anzahl der an Vesikel assoziierenden 
Viruspartikel unter PI-Behandlung. 

b) Statistik von EM-Abbildungen zur Ermittlung des Verhaltnisses von 
vollstandig zu unvollstandig assoziierten BVDV Viruspartikeln in Pl- 
behandelten und unbehandelten infizierten MDBK Zellen. Aus dieser 
Statistik wird eine Verschiebung des Verhaltnisses zuungunsten vollstandig 
assoziierter Viruspartikel als Folge elner PI-Behandlung deutlich. 



r. i. 



c) Statistik von EM-Abbildungen zur Untersuchungen der Morphologie von 
Nachkommenviren, die aus Pl-behandelten bzw. unbehandelten BVDV- 
infizierten MDBK Zellen freigesetzt wurdem Die Abbildungen indizieren 
signifikante Veranderungen der Morphologie bei den Viruspartikeln aus PI- 
5 behandelten Zellen. 

Fig. 9. Biochemische Experimente zur Prozessierung und Modifikation der BVDV 
und HCV Strukturproteine und zur Dimerisierung der viralen Envelope-Protelne. 
Die Experimente wurden entsprechend den unter Anwendungsbeispiel 5 
10 erlauterten Verfahren durchgefuhrt. Gezeigt sind die Ergebnisse zur 

a) Prozessierung/Modifikation der ' viralen . Strukturproteine und zur 
Dimerisierung der viralen Envelope-Proteine nach einer Infektion von 
MDBK-Zellen m it BVDV unter PI- (Pi) bzw. unter Mock-Behandluhg. 

b) Prozessierung/Modifikation der viralen Strukturproteine und zur 
15 Dimerisierung der viralen Envelope-Proteine nach Expression des BVDV 

und HCV Strukturprotein-kodierenden Bereiches uber T7-Vaccinia und ' 
Pulse-Chase, jeweils wiederum unter PI- (Pi) bzw. unter Mock-Behandlung. 

c) Prozessierung/Modifikation der viralen Strukturproteine und zur 
Dimerisierung der viralen Envelope-Proteine nach Expression des BVDV 

20 und HCV Strukturprotein-kodierenden Bereiches des Virusgenoms uber in 

vitro Translation, jeweils wiederum unter PI- (Pi) bzw. unter Mock- 
Behahdlung. , 
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Patentanspriiche 

1. Mittel zur Hemmung der Freisetzung, Reifung und Replikation von Mitgliedern der 
Familie FlavMridae, speziell Hepatitis-C-Virus, dadurch gekennzeichnet, dass sie als 
wirksame Komponente mindestens einen Proteasom-Inhibitor in einer 
pharmazeutischen Zubereitung enthalten. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom-Inhibitoren 
Substanzen eingesetzt werden, welche die Aktivitaten des Ubiquitin/Proteasom- 
Pathway hemmen, regulieren oder anderweitig beeinflussen. 

kf. Mittel nach Apspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass. als Proteasom- 
nhibitoren Substanzen eingesetzt werden, die speziell die enzymatischen Aktivitaten 
des kompletten 26S Proteasom-Komplexes und des freien, nicht mit regulatorischen 
Untereinheiten assemblierten 20S katalytisch aktiven Proteasom-Komplexes 
beeinflussen. 

4. Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom-Inhibitoren 
Substanzen eingesetzt werden, die als Proteasom-Inhibitoren von Zellen hoherer 
Eukaryoten aufgenommen werden und , nach Zellaufpahme mit den katalytischen 
Untereinheiten des Proteasoms in Wechselwirkung treten und dabei aile oder einzelne . 
proteolytische Aktivitaten des Proteasoms - die Trypsin-, die Chymotrypsin- und die 

(ostglutamyl-Peptid hydrolysierenden Aktivitaten - innerhalb des 26S..oder auch des 
OS Proteasomkomplexes blockieren. 

5. Mittel nach Anspruch 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, dass die pharmazeutischen 
Zubereitungen neben Proteasom-Inhibitoren auch andere Mittel enthalten, welche das* 
zellulare Ubiquitin-System beeinflussen, regulieren oder hemmen, wie die Aktivitaten 

5.1. der Ubiquitin-konjugierenden Enzyme und/oder 

5.2. der Ubiquitin-hydrolysierenden Enzyme. 

6. Mittel nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom- 
Inhibitoren Substanzen eingesetzt werden, die in verschiedenen Formen in vivo oral, . 
intravenos, intramuskular, subkutan oder in verkapselter Form mit oder ohne Zell- 
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Spezifitat-tragende Veranderungen verabreicht werden f aufgrund der Anwendung 
eines bestimmtes Applikations- und/oder Dosis-Regimes eine' geringe Zytotoxizitat 
aufweisen, keine oder unbedeutende Nebenwirkungen auslosen, eine relative hohe 
metabolische Halbwertszeit und eine relative geringe Clearence-Rate im Organismus 
5 aufweisen* 

7. Mittel nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom- 
Inhibitoren Substanzen eingesetzt werden, die 

a) in naturlicher Form aus Mikroorganismen oder anderen naturlichen Quellen isoliert 
10 werden oder 

b) durch chemische Modifikationen aus naturlichen Substanzen hervorgehen oder 

c) total-synthetisch hergestellt werden oder 

^^^j) durch gentherapeutische Verfahren in vivo synthetisiert werden. 

15 8. Mittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom-Inhibitoren 
Substanzen eingesetzt werden, die fplgenden Substanzklassen angehoren:. 

8. a) naturlich vorkommende Proteasom-Inhibitoren: 

- Peptid-Derivate, welche C-terminal Epoxyketon-Strukturen enthalten 

- p-Lacton-Derivate 

20 - Aclacinomycin A (auch bezeichnet als Aclarubicin) 

Lactacystin und dessen chemische modifizierte Varianten, wie der Zellrhembran- 
penetrierenden Variante "Clastolactacystein 0-Lacton" 
8.b) synthetisch hergestellte Proteasom-Inhibitoren: 

• modifizierte Peptidaldehyde, wie N-carbobenzoxy-L-leucinyl-L-leucinyl-L-leucinal 
auch bezeichnet als MG132 oder zLLL), dessen Borsaure-Derivat MG232; N- 
Carbobenzoxy-Leu-Leu-Nva-H (bezeichnet als MG115; N-Acetyl-L-Leuzinyl-L-Leuzinyl- 
L-Norleuzinal (bezeichnet als LLnL),' N-Carbobenzoxy-Ile-Glu(OBut)-Ala-Leu-H (auch 
bezeichnet als PSI); 

8.c) Peptide, welche C-terminal eine a,p-Epoxyketon~Struktur tragen, ferner Vinyl- 
30 sulfone, wie 

i 

8.c)l. Carbobenzoxy-L-Leucinyl-L-Leucinyl-L-Leucin-vinyl-sulfon oder ' 
8.c)2.- 4-Hydroxy-5-iodo-3-nitrophenylactetyl-L-Leucinyl-L-Leucinyl-L-Leucin-vinyl- 
sulfon (NLVS) . . < 

• d) Glyoxal- oder Borsaure-Reste, wie 
35 8.d)l. Pyrazyl-CONH(CHPhe)CONH(CHisobutyl)B(OH) 2 ) sowie 



8. d)2. Dipeptidyl-Bbrsaure-Derivate oder . 

8:e) Pinacol-Ester - wie Benzyloxycarbonyl(Cbz)-Leu-Leu-boroLeu-Pinacol-Ester. 

9. Mittel nach Anspruch 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, dass als besonders 
geeignete Proteasom-Inhibitoren die Epoxyketone 

9.1. Epoxomicin (Epoxomycin, Molekulformel: C2sH86 N 4°7) und/oder 

9.2. Eponemicin (Eponemycin, Molekulformel: C20H36N2O5) 
eingesetzt werden. 

10. Mfttel nach Anspruch 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, dass als besonders 
geeignete Proteasom-Inhibitoren aus der PS-Serie die Verbindungen 

10.1. PS-519 a!s (3-Lacton - sowie als Lactacystin-Derivat die Verbindung 1R-[1S, 4R, 
Ps]]-l-(l-Hydroxy-2-methylpropyl)-4-propyl-6-oxa-2-azabicycIb[3.2.^ 

dione - Molekulformel Ci2 H 19 N °4 " und/oder 

10.2. PS-314 als Peptidyl-Borsaure-Derivat die Verbindung N-Pyrazinecarboriyl-L- 
Phenylalanin-L-Leuzin-Borsaure - Molekulformel C19H25BIM4O4 - und/oder 

10.3. PS-273 (Morpholin-CONH-(CH-Naphthyl)-CONH-(CH-lsobutyl)-B(OH) 2 ) und 
dessen Enantiomer PS-293 und/oder . 

10.4 die Verbindung PS-296 (8-Quin6lyl-sulfonyl-CONH-(CH-Napthyl)-CONH(-CH» 
isobutyl)-B(OH) 2 ) und/oder 

10.5. PS-303 (NH 2 (CH-Naphthyl)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 ) und/oder 

10.6. PS-321 als (Morpholin-CONH-(CH-Napthyl)-CONH-(CH-Pheny!alanin)-B(OH) 2 ); - 
ajnd/oder , 

p.0.7. PS-334 (CH 3 -NH-(CH»Naphthyl-CONH-(CH-Isobutyl)-B(OH) 2 ) und/oder 
10.8 die Verbindung PS-325 (2-Quinol»CONH-(CH^omo-Phenylalanin)-CONH-(CH- 
isobutyI)-B(OH) 2 ) und/oder 

10.9. PS-352 (Phenyalanin-CH 2 -CH 2 -CONH-(CH-Phenylalanin)-CONH-(CH-isobutyl)l- 
B(OH) 2 ) und/oder 

10.10. PS-383 (Pyridyl-CONH-(CHpF-PhenylaIanin)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 ) 
eingesetzt werden. 

11. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren der Anspruche 1 bis 10 zur Hemmung des 
Entry/Internalisierungsvorgangens, der Replikation sowie der Reifuhg und Freisetzung 
von Flaviviridae. '» 
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12. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Ansprucb 11 zur. Hemmung von 
spaten Prozessen im Lebenszyklus von Flaviviridae. 

13.. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch .gekennzeichnet, dass Proteasom- 
5 Inhibitoren die Produktion von infektiosen Virionen von F/awV/Wtfae-infizierten Zellen 
weitgehend oder vollkommen durch Blockierung unterbinden. 

14. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass Proteasom- 
Inhibitoren die Hemmung der Freisetzung von Virionen wie ,auch eine nahezu 

10 vollstandige Reduktion der Infektiositat der freigesetzten Virionen bewirken. 

15. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass Proteasom- 

•toihibitoren die Virusvermehrung und somit die Neuinfektion von Wirtszellen und damit 
die Ausbreitung einer Infektion In vivo, im Falle von Hepatitis C Virus, im Lebergewebe 
is eines Infizierten unterdrucken. 

16. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Hemmung der 
Vermehrung von Flaviviridae nach den Mechanismen 

a) Blockierung/Reduktion der Freisetzung von neuen Virionen. 
20 b) Blockierung/Reduktion der Infektiositat von freigesetzten Virionen 

. c) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung in Kulturen von Wirtszellen. 
d) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung in infizierten Organen In vivo. 

7. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Unterdruckung von 
lavivirus Infektionen und Pestivirus Infektionen bei Menschen urid Tieren. 

18. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Induktion des 
Absterbens von Hepato-Karzimonzellen. 

30 19. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 18 zur Unterdruckung 
und/oder Verhinderung des Entstehens von Leberzell-Karzinomen. 




20. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 18 und 19 zur Therapie 
von Patienten mit etablierten Leberzellkarzinomen. 



21. * Verwendung yon . Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 18 bis : . 20 zur 
Behandlung/Bekampfung/Verhinderung von 

21.1- HCV-induzierter Leberzirrhose und/oder 

21.2. HCV-induzierten Leberzellkarzinomen. 

21.3. Medikamenten-induzierten Leberkarzinomen 

21.4. genetisch bedingten Leberkarzinomen 

21.5. durch Umwelt-bedingten Leberkarzinomen und/oder 

21.6. durch eine Kombination viraler und nichtviraler Faktoren bedingten 
Leberkarzinomen. 

22. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch .18 bis 21 zur gezielteh 
Eliminierung von Leberkarzinomzellen, welche infolge einer 

^2.2. HCV-Infektion oder 

?2.3. entsprechenden Koinfektion von HCV und HBV oder 
22.4. HDV/HBV/HCV-Koinfektion 
22 s 5. HIV/HCV-Koinfektionen oder 

22.6. HCV und Koinfektionen mit anderen Viren, Bakterien, Parasiten 
entstehen. 

23. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 18 bis 22 zur 
Verhinderung. der Entstehung, des Wachstums und der Metastatisierung. von 
Leberzelltumoren sowie zur bevorzugten Zerstorung von Leberkarzinomzellen in HCV- 
infizierten Patienten. 

^4. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Modulation der 
Expression, Modifizierung und Aktivitat des Tumorsuppressor-Proteins . p53 und 
anderer Tumorsuppressorproteine, die bei HCC von Belang sind. 

25. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur 
Leberzell regeneration bei Patienten mit Leberentzundung. 

26. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Regeneration yon 
Patienten nach Flavirus-Infektionen. 




27. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Regeneration von 
Stalltieren nach Flavivirus oder Pestivirus Infektion. 

28. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Reduktion der 
5 Anzahl infizierter Virus-produzierender Zellen im Leberzellgewebe. 

29. Verwendung nach Anspruch 11-14, dadurch gekennzeichnet, dass Proteasom- 
Inhibitoren die post-transiatipnale Modifikation und proteolytische Prozessierung von 
Flaviviridae Strukturproteinen verandern sowie die Dimerisierungsfahigkeit der Virus- 

10 Envelope-Proteine herabsetzen und dadurch die Freisetzung und Infektiositat von 
Flaviviridae herabsetzen pder blockieren. 

•0. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Hemmung sowohl 
er Erhaitung und Persistenz einer bereits etablierten Infektion als auch einer 
15 Sekundarinfektion und somit der. Ausbreitung einer Infektion, einschlieSlich der 
Blockierung der Ausbreitung einer F/awV/r/dae-Infektion in vivo. 

31. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 7 bis 11 in Kombihation 
untereinander zur Behandlung und Bekampfung von HCV bedingten Hepatitiden, 
20 Fiavivirus bedingtem Fieber, Hamorrhagien und Encephalitiden sowie Pestivirus 
verursachten Krankheiten. 

' 32. Verwendung nach Anspruch 31 in Kombination mit bereits in der anti-viralen 
^j^herapie yon F/awV/r/dae-Infektionen verwendeten Therapeutika. 

33. Verwendung nach Anspruch 31 und 32 zur Behandlung von Koinfektionen 
verschiedener Flaviviren und Pestiviren. 

34. Verwendung nach Anspruch 31 und 32 zur Behandlung von Koinfektionen von HCV 
30 und Immundefizienzviren HIV-1 und HIV-2. 

35. Verwendung nach Anspruch 34 zur Behandlung von HCV/HIV-Koinfektionen in 
Kombination mit der HAART-Therapie. 



36. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Verhinderung einer 
Re-Infektion mit HCV bei Leber- und anderen Organtransplantationen. 



37. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Verhinderung einer 
Re-Infektion mit HCV bei Zel.ltherapien durch Gabe der Mittel vor, wahrend und nach 
der Transplantation. 

38/ Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Verhinderung einer 
Re-Infektion mit HCV bpl der Transplantation von virusfreien Organen auf chronische 
Virustrager, die immer Restvirus haben und .sich neue Organe infizieren konnen wie 
auch bei der Ubertragung von Virus-haltigen Organen von Spendern auf virusfreie 
Patienten. 

Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Verhinderung der 
Etablierung einer systemischen F/awV/r/dae-Infektion unmittelbar nach Kontakt mit 
infektiosem Virus. 

40. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Vorbeugung ein.er 
F/aWwr/c/ae-Infektion bei Personen mit hohem Risiko" einer Neuinfektion, wie bei 
Arzten, Risiko-Personal in Hausern mit hohem Besucherverkehr, Drogenabhangigen, 
Reisenden in hochendemische Gebiete fur Flaviviridae, in der Krankenbehandlung oder 
fur Familienangehorige von chronischen Virustragern. 

»1. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Minderung oder 
liminierung einer Leberentzundung durch Immunsystem-vermittelte Mechanismen. 

41. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 7 bis 11 zur Herstellung 
von Mitteln und/oder pharmazeutischen Zubereitungen zur Hemmung der Freisetzung, 
Reifung und Replikation von Flaviviridae. 

42. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 41 zur Herstellung von 
Arzneimitteln zur Behandlung und Prophylaxe von HCV bedingten Hepatitiden, 
flavivirus bedingtem Fieber, Hamorrhagien und Encephalitiden sowie Pestivirus 
verursachten Krankheiten. 
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Figur 1 1/13 

a) Primare Tapa/a belangeri Hepatozyten 
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Figur 2 2/13 
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West-NiI-Virus/BHK-2 1 BVD V CP7/MDBK 



104% 




Titer spez. Titer spez. 

Infekt. infekt 



Werte: 

spez. Infekt. spez. Infekt 

Titer (WN)r (WN). Titer (BVDV) (BVDV) 

(E) 98% (E) 102% (E) 96% . (E) 98% 
(L) 91% (L) 97% (L) 93% (L) 96% 
(Pi) 98% (Pi) v 99% (Pi) 97% (Pi) 97% 



o o r» r» 
^ r. r- n 



» I> V» € » |1 

r. fx 

r. o r» f> 



r ft o 
r <■ r. o c o o 



r> rt on r. 



Figur 3 
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West-Nil- Virus/BHK-21 BVDV CP7/MDBK 




Titer spez. Titer spez. 

Infekt. infekt. 



Werte: 



spez. Infekt. spez. Infekt. 

Titer (WN) (WN) Titer (BVDV) (BVDV) 

(E) 92% (E) '89% (E) 87% (E) 91% 
(L) 88% (L) 87% (L) 84% (L) 87% 
(Pi) 95% (Pi) 91% (Pi) 89% (Pi) 88% 




* * ■ * " * * » r c> ft 

«" r^c- or. rtc r ro r, r. " 



Figur 4 

a) 



4/13 



West-Nil- Virus/BHK 
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Figur 4 
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spez. Infektidsitat 
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(E) 3% - (E) 1% 
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Figur 7 
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a) 



BVDV genome 
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a) 

nicht infiziert infiziert/unbehandelt infiziert/Pi - behandelt 





b) 



Figur 8 
c) 
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Figur 9 11/13 

a) 
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b) 
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